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Endogeni 8-hidroksi-deoksi gvanozin (8-OHdG) nastaja kot posledica reakcije hidroksilnega 
radikala z deoksigvanozinskimi ostanki, njegova prisotnost pa lahko povzroči transverzijske 
mutacije GC>TA, ki vodijo v polimorfizme ter hitrejše krajšanje telomer. Uporablja se tako 
kot diagnostični kot prognostični kazalnik stanj, ki so posledica oksidativnega stresa v telesu. 
Izloča se z urinom, kar omogoča neinvaziven odvzem in merjenje koncentracije pri 
posamezniku. 
Glutation-peroksidaze so družina encimov, ki organizem ščitijo pred oksidativnimi 
poškodbami preko redukcije vodikovega peroksida. Po drugi strani pa encimi  glutation-
reduktaze, čigar vloga je redukcija oksidirane oblike glutationa – GSSG nazaj v sulfhidrilno 
obliko – GSH, na ta način posredno delujejo kot obrambni element proti oksidativnemu stresu. 
Namen magistrskega dela je bil primerjati metodi RFLP in PCR v realnem času ter ugotoviti 
morebitno povezanost polimorfizmov rs1050450 G<A v genu za glutation-peroksidazo (GPx) 
in rs2978663 A<G v genu za glutation disulfid-reduktazo  (GSR) s koncentracijo 8-hidroksi-
deoksi gvanozina v urinu. V ta namen smo z metodo PCR v realnem času s specifičnimi 
TaqMan sondami določili genotip obeh polimorfizmov rs1050450 G<A in rs2978663 A<G pri 
175 nosečnicah z območja Slovenije in Hrvaške, starih med 19 in 44 let, ki so sodelovale v 
projektu PHIME in za katere smo imeli podatke o urinski koncentraciji 8-hidroksi-deoksi 
gvanozina. 
S primerjavo metod RFLP in PCR v realnem času za polimorfizem rs2978663 A<G v genu za 
GSR smo ugotovili, da dajeta enake rezultate, vendar je izbira metode PCR v realnem času 
bolj smiselna, saj je hitrejša, cenovno ugodnejša, obenem pa z manj koraki dovoljuje manj 
možnosti za napake. Za polimorfizma rs1050450 G<A in rs2978663 A<G s pomočjo 
statistične analize nismo dokazali vpliva genotipa na koncentracijo 8-OHdG v urinu kot 
kazalcem oksidativnega stresa. Zaključimo lahko da predstavlja nivo 8-OHdG neodvisen 
kazalec oksidativnega stresa, ki ni povezan s prisotnostjo/odsotnostjo  genetskih sprememb 
rs1050450 in rs2978663 v genih za glutation-peroskidazo in glutation-reduktazo. 
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Endogenous 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) is a product of a reaction between a 
hydroxyl radical and deoxyguanosine groups and can cause transversion mutations GC>TA 
which lead to polymorphisms and accelerated shortening of telomeres. It is used both as a 
diagnostic and prognostic marker for oxidative stress-related illnesses. It is excreted from the 
body with urine, which allows for a non-invasive sampling and measuring of the 
concentration. 
Glutathione peroxidases are a family of enzymes which protect the organism from oxidative 
damage by reducing hydrogen peroxide to water. A decrease in glutathione peroxidase activity 
as a consequence of genetic mutations leads to increased oxidative stress in the body and the 
illnesses caused by it, including different cancers. Glutathione reductases reduce the oxidized 
form of glutathione – GSSG back into its reduced state – GSH, which works as an antioxidant 
in cells and therefore provides a defense against oxidative stress. 
The goal of this Master’s thesis was to compare the methods of RFLP and real-time PCR as 
well as to find a possible connection between the polymorphisms rs1050450 G<A of the 
glutathione-peroxidase gene (GPx) and rs2978663 A<G of the glutathione disulfide-reductase 
gene (GSR) and an increase of urinary 8-hydroxydeoxyguanosine. To achieve this, we used 
Real-time PCR with TaqMan probes to determine the genotypes of both polymorphisms in 
175 samples collected from pregnant women aged 19 to 44 that live in Slovenia or Croatia and 
took part in the PHIME project, for which we also had urine concentrations of 8-OHdG. 
By comparing the RFLP and real-time PCR methods for rs2978663 A<G polymorphism, we 
determined that the results are identical while using the method of real-time PCR is more 
sensible as it is faster, cheaper and includes less steps, which allows for less possibilities of 
human error. Using statistical analysis, we were not able to confirm an influence of 
polymorphisms on urinary 8-OHdG concentration, which was used as a marker of oxidative 
stress. We concluded that urinary 8-OHdG is an independent marker of oxidative stress which 
is not related to the presence or absence of polymorphisms rs1050450 and rs2978663 in the 
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8-OHdG – 8-hidroksi-deoksi gvanozin 
A>G – zamenjava baze adenin za gvanin 
A260 – absorbanca pri valovni dolžini 260 nm 
A280 – absorbanca pri valovni dolžini 280 nm 
Apa – restrikcijski encim iz bakterije Acetobacter pasteurianus 
ASK – kinaze regulacije signala apoptoze, angl. Apoptosis signal-regulating kinase 
bp – bazni par 
CYP1A1 – Citokrom 450, družina 1, poddružina A, polipeptid 1 
EF – elektroforeza 
GSH – Glutation v reducirani obliki 
GSR – glutation-disulfid reduktaza 
GST – glutation s-transferaza 
GSSG – Glutation v oksidirani obliki 
GSTM1 – glutation S-transferaza Mi 1 
HPLC – Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
HPLC-EC – Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti z elektrokemijsko detekcijo 
JNK – c-Jun N-terminalne-kinaze 
NADP – Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
NADPH – reducirana oblika NADP 
PCR – verižna reakcija s polimerazo, angl. Polymerase Chain Reaction 
Rac1 – z Ras povezan C3 substrat botulina 
qPCR – PCR v realnem času, angl. quantitative polymerase chain reaction 
RFLP – polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov, angl. restriction fragment length 
polymorphism 
SNP – enonukleotidni polimorfizem, angl. single-nucleotide polymorphism 
TAE – Tris-acetat-EDTA 
TGM2 – Transglutaminaza-2 
UV - ultravijolično 




1.1. Povzročitelji in posledice oksidativnega stresa 
Oksidativni stres je stanje neravnovesja med nastajanjem reaktivnih kisikovih spojin (ROS) v 
tkivih in celicah, ter zmožnostjo organizma, da te spojine odstrani. ROS igrajo pomembno 
fiziološko vlogo pri celičnem signaliziranju in imunskem odzivu, vendar v prevelikih 
količinah  lahko ROS poškodujejo beljakovine, lipide in nukleinske kisline, posledica česar so 
bolezni kot je rak, diabetes, ateroskleroza in srčna obolenja. 
Med glavne ROS štejemo superoksidne radikale (O2˙-), vodikov peroksid (H2O2), hidroksilne 
radikale (•OH) in singletni kisik (1O2), poleg njih pa oksidativni stres povzročajo tudi 
eksogene snovi, predvsem težke kovine, določena zdravila, kemikalije, hrana, cigaretni dim, 
alkohol in sevanje, ki povzročijo tvorbo prostih radikalov v organizmu.(1) 
Prosti radikali povzročajo različne poškodbe, odvisno od molekul, s katerimi reagirajo. V 
polinenasičenih lipidih, ki jih najdemo v celičnih membranah, povzročajo izgubo fluidnosti in 
lizo celic zaradi peroksidacije. Reakcija z glikozidi spremeni celične funkcije interlevkinov, 
vpliva na tvorbo prostaglandinov, hormonov in nevrotransmiterjev. Pri beljakovinah je 
posledica reakcije s prostimi radikali njihova inaktivacija ter denaturacija, v nukleinskih 
kislinah pa pride do spremembe baz, kar vodi v mutagenezo in pogosto v karcinogenezo. (2)  
 
1.2. Antioksidanti kot obramba pred oksidativnim stresom 
Antioksidanti so snovi, ki preprečujejo oksidacijo, nastanek prostih radikalov in oksidativni 
stres. Pomembni so zato, ker prevelike količine peroksidov, superoksidov in hidroksilnih 
radikalov v telesu zaradi svoje reaktivnosti vodijo do poškodb beljakovin, lipidov in DNA. 
Antioksidante delimo na endogene in eksogene. Endogene delimo na encimske – 
superoksidna-dismutaza, katalaza in glutation-peroksidaza ter neencimske - bilirubin, albumin. 
Ko endogeni antioksidanti ne zadostujejo za zaščito pred reaktivnimi kisikovimi spojinami, se 
organizem lahko zanese še na eksogene, kot so fenoli, karotenoidi, vitamin C, selen in cink. 
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V naši nalogi se bomo osredotočili na glutation-peroksidaze in glutation-reduktazo oziroma na 
polimorfizme, ki povzročijo moteno delovanje le-teh, kar pa posledično privede do 
oksidativnih poškodb in bolezni povezanih z oksidativnim stresom. 
 
1.2.1. Glutation  
Glutation je tripeptid, ki ga sestavljajo aminokisline cistein, glicin in glutaminska kislina. V 
celicah se nahaja v dveh oblikah – reducirani (GSH) in oksidirani (GSSG), pri čemer gre v 
primeru oksidirane oblike dejansko za dve molekuli glutationa, povezani prek atomov žvepla 
(Slika 1). (3) 
 
 
Slika 1 Reducirana (zgoraj) in oksidirana (spodaj) oblika glutationa 
Razmerje GSH in GSSG odraža tudi stanje celic, namreč zdrave celice imajo to razmerje višje 
od 100 v prid GSH, medtem ko pri celicah izpostavljenih oksidativnemu stresu, razmerje 
upade na 10:1 ali celo 1:1 (4), obenem pa kopičenje GSSG v celicah povzroča apoptozo prek 
sprožitve kaskade s stresom aktivirane proteinske kinaze (SAPK). (3) 
 
Glutation nastaja izključno v citosolu celic, prek de novo sinteze, regeneracije oksidiranega 
GSSG ali recikliranja cisteina iz konjugiranega glutationa, nato pa se aktivno prenaša v 
mitohondrije. Nastaja iz aminokislin cistein, glutamat in glicin, pri čemer v procesu tvorbe 
najprej encim glutamat-cistein katalaza poveže cistein in glutamat, v naslednjem koraku 
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tvorbe pa se na kompleks gama glutamilcistein s pomočjo encima GSH-sintaza veže še glicin, 
da nastane tripeptid vseh treh aminokislin. Za tvorbo sta potrebna dve molekuli ATP. 
Nastanek glutationa deluje kot inhibicijski signal za encim glutamat-cistein-ligazo in ustavi 
nastajanje nadaljnjega glutationa (Slika 2). 
 
Slika 2: Sinteza glutationa (GSH), GCLK - katalitična podenota glutamat-cistein ligaze, GCLM - modifikacijska 
podenota GCL 
Njegov metabolizem dobro povzame cikel gama-glutamila (slika 3), ki prikazuje nastanek in 
cepitev glutationa na posamezne enote, ter končno pretvorbo v 5-oksoprolin, iz katerega je 
možna ponovna tvorba v glutation s pomočjo treh molekul ATP. 
 
Slika 3: cikel gama glutamila - nastanek in metabolizem glutationa 
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Glavne vloge glutationa v telesu so nevtralizacija kisikovih, hidroksilnih in superoksidnih 
radikalov, deluje kot kofaktor za več antioksidantnih encimov, regenerira vitamina C in E, 
nevtralizira proste radikale, ki nastajajo ob metabolizmu toksinov v jetrih, prenaša živo srebro 
iz celic, regulira proliferacijo in apoptozo celic ter vzdržuje mitohondrijsko DNA. (3) Vezavno 
mesto glutationa je na SH skupini cisteinske podenote tripeptida, enako kot pri tvorbi GSSG 
(Slika 1). 
 
1.2.2. Glutation-peroksidaze  
Glutation-peroksidaze so homotetramerni polipeptidi (Slika 4), katerih vloga v organizmu je 
zaščita pred reaktivnimi kisikovimi spojinami. Vodikov peroksid pretvarja v vodo in kisik, 
peroksidne radikale pa v alkohole in kisik. Gen, ki kodira glutation-peroksidazo 1 (GPx-1), ki 
je najpomembnejša med izoencimi in v največji meri prisotna v organizmih, se imenuje 
GPX1. Nahaja se na kromosomu 3, natančneje na lokaciji 3p21.31 in vsebuje 2 eksona. Encim 
sestavlja od 202 do 204 aminokislin, molekulska masa celotnega encima pa znaša med 83 in 
95 kDa. Encim se nahaja v citoplazmi in mitohondrijih celic, kjer opravlja svojo vlogo – 
pretvorbo vodikovega peroksida v vodo. 
 
Slika 4: Tetramerna struktura glutation-peroksidaze 1 
Poleg glutation-peroksidaze 1, tudi izoencime 2-4 (od znanih 8) štejemo med encime, ki 
vsebujejo selen. Selenocistein je kodiran z UGA kodonom, ki običajno signalizira konec 
translacije, vendar 3' neprevedene regije selenoproteinskih mRNA vsebujejo posebno zanko z 
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zaporedjem, ki omogoča prepoznavanje UGA kodona kot selenocistein, namesto kot stop 
kodon. (5)  
Prisotnost selenocisteina (Sec) v aktivnem mestu glutation-peroksidaze naj bi pripomogla k 
bolj učinkoviti vezavi vodikovega peroksida, saj je Sec deprotoniran pri fiziološkem pH. Poleg 
same prisotnosti Sec v aktivnem mestu pa je ključnega pomena za učinkovito vezavo 
substrata, tudi terciarna struktura GPx-1. (6) 
Izoencimi se med seboj razlikujejo po genu, lokusu, celični lokaciji in substratni specifičnosti. 
(Preglednica I) Strukturna posebnost je GPx4, ki ima monomerno strukturo, kar mu omogoča 
delovanje znotraj bioloških membran. 
Preglednica I: Primerjava glutation peroksidaz 
Gen Lokus Encim Lokacija 
GPX1 3p21.31 GPx1 Citoplazma, mitohondriji 
GPX2 14q24.1 GPx2 Gastrointestinalni trakt 
GPX3 5q23 GPx3 Plazma 
GPX4 19p13.3 GPx4 Membrane 
GPX5 6p21.32 GPx5 Epididimis 
GPX6 6p21 GPx6 Zarodek in olfaktorni epitelij 
GPX7 1p32 GPx7 Ni znana 
GPX8 5q11.2 GPx8 Ni znana 
 
Polimorfizmi, ki vodijo v zmanjšano aktivnost encimov GPX, so dejavnik tveganja za pojav 
različnih rakavih obolenj. Polimorfizmi GPX1, so povezani z rakom pankreasa, jeter in 
melanomom, polimorfizmi GPX2 in GPX4 z rakom maternice in želodca, polimorfizmi 
GPX3, GPX5 in GPX6 pa s  pojavom melanoma ter raka pljuč. (7) 
 
Mehanizem delovanja GPx-1 opisujemo kot bisubstratni »ping-pong« mehanizem. (Slika 5) 
Pri encimski inaktivaciji peroksidov pride do pojava več stabilnih vmesnih modifikacij 
selenocisteina na aktivnem mestu. Po reakciji s peroksidom, pride do tvorbe selenenske kisline 
(Se-OH). Za redukcijo kisline je potrebna ena molekula glutationa (GSH), nastane 
glutatioliran selenolni (Se-SG) intermediat. Naslednji GSH omogoči redukcijo Se-SG vezi, kar 
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obnovi aktivno mesto, nastane pa oksidiran glutation (GSSG). Za obnovo GSSG v 2 GSH je 
potrebna od NADPH odvisna glutation reduktaza (GR), za pretvorbo NADP+ v NADPH pa 
glukoza-6-fosfat-dehidrogenaza (G6PD). (Slika 6) (6) 
 
Slika 5 Mehanizem redukcije vodikovega peroksida z GPx-1 GPx – glutation-peroksidaza, GSH – glutation v 
reducirani obliki, GSSG – glutation v oksidirani obliki, ROOH – peroksid. (1) Po reakciji s peroksidom, selenol iz 
GPx-SeH tvori selenensko kislino (Se-OH); (2) Ena molekula GSH reducira kislino v Se-SG intermediat; (3) Druga 
molekula GSH reducira intermediat do GSSG. Povzeto po: (6) 
 
 
Slika 6 Redoks mehanizmi potrebni za vzdrževanje kofaktorjev, ključnih za delovanje GPx-1.  
G6P-Glukoza-6-fosfat, G6PD-Glukoza-6-fosfat-dehidrogenaza, 6PG-6-fosfoglukonat, NADP+-oksidirana oblika 
nikotinamid adenin dinukleotid fosfata, NADPH-reducirana oblika nikotinamid adenin dinukleotid fosfata, GR-
Glutation-reduktaza, GSH-Glutation, GSSG-Glutation disulfid, GPx-1-Glutation-peroksidaza-1, ROOH-Organski 




1.2.2.1. Polimorfizem Pro198Leu v genu za GPx 
Zamenjava prolina z levcinom na mestu 198 (rs1050450 G<A) je precej raziskana mutacija na 
področju oksidativnega stresa. Trenutno je potrjeno, da prisotnost mutacije zmanjša delovanje 
encima glutation-peroksidaze v eritrocitih, kar povzroči povečan vpliv prostih radikalov. 
Zaradi mutacije se spremeni odziv GPx na selen (8) zviša se nivo lipoproteinov z nizko 
gostoto (LDL) v krvi (9), vpliva na srčno-žilne bolezni in skrajšuje življenjsko dobo (10), 
poveča pa se tudi tveganje za pojav raka dojk. (11) 
Prisotnost polimorfizma je podobna v populaciji Evrope in Afrike (35 - 40%), medtem ko je v 
azijski populaciji močno nižja (<10%). Za populacijo latinske Amerike ni zadostnih podatkov 
o prisotnosti polimorfizma. (12) 
1.3. Glutation-reduktaza 
Glutation-reduktaza (GSR) oziroma glutation-disulfid-reduktaza spada med osrednje encime 
celične zaščite pred antioksidanti. Kodira jo gen GSR, ki se nahaja na 8. kromosomu, 
natančneje na lokaciji 8p12. Strukturno gre za homodimer, povezan z disulfidno vezjo, ki se 
nahaja v citoplazmi in mitohondrijih celic. (Slika 7) 
 
Slika 7: Glutation-disulfid-reduktaza z vezanim substratom in FAD prostetično skupino 
Vloga glutation-reduktaze je redukcija oksidirane oblike glutationa – GSSG nazaj v 
sulfhidrilno obliko – GSH, ki v celicah deluje kot pomemben antioksidant. (19) Funkcijsko 
gre torej za oksidoreduktazo, ki vzdržuje visoko koncentracijo GSH in nizko koncentracijo 
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GSSG. Ping-pong mehanizem delovanja je povezan z oddaljenostjo vezavnih mest za NADPH 
in GSSG, vsebuje pa redukcijo in oksidacijo. (Slika 8) 
 
Slika 8 Prikaz delovanja glutation-reduktaze 
Mutacije povzročijo dedno pomanjkanje glutation-reduktaze, kar posledično vodi do povišanih 
koncentracij GSSG in z oksidativnim stresom povezanih stanj. (20) Eno glavnih bolezenskih 
stanj, povezanih s pomanjkanjem GSR, je hemolitična anemija, ki nastopi kot posledica 
oksidativnega stresa. (21) 
1.3.1. GSRint3 (A<G)  v genu za glutation disulfid-reduktazo 
Polimorfizem GSRint3 (A<G) rs2978663 je substitucija adenina za gvanin v intronu 3, gena 
GSR. GSRint3 (A<G) uvrščamo med »tagging« oziroma vodilne polimorfizme, kar pomeni, 
da predstavlja haplotip polimorfizmov, ki se zaradi svoje lokacije, nahajajo se namreč zelo 
blizu skupaj, tudi dedujejo skupaj. Klinično pomemben je lahko katerikoli od posameznih 
polimorfizmov, ki se je dedoval kot del haplotipa, vendar prisotnost vodilnega kaže na 
prisotnost več drugih, kar odpravi potrebo po analizi vsakega posameznega SNP-ja. (22) Kljub 
temu, da se v procesu nastanka proteinov introni izrezujejo, so intronski polimorfizmi 
pomembni, saj lahko delujejo kot vezavna mesta transkripcijskih dejavnikov ali pa zamenjava 
nukleotida povzroči spremembo v mestu izrezovanja introna, kar posledično privede do 
sprememb v sestavi proteinov. 
Prisotnost polimorfizma rs2978663 A<G je pri prebivalcih Evrope, južne Azije in Južne 
Amerike višja od 60%, medtem ko je pri afriški in vzhodnoazijski populaciji prisotna le pri 30 
– 45% populacije. (23) 
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1.4. Ostali antioksidantni encimi glutationskega sistema 
1.4.1. Glutation S-Transferaze 
Glutation S-transferaze, so skupina encimov, ki so s svojim delovanjem – tako encimskim kot 
neencimskim vključene v številne celične procese. Med njihove glavne encimske naloge 
štejemo drugo fazo metabolizma zdravil in drugih ksenobiotikov, odziv na stres, celično 
proliferacijo, apoptozo, onkogenezo in rezistenco na zdravila, med neencimske pa interakcijo s 
celičnimi proteini kot so c-Jun N-terminalne-kinaze (JNK), kinaze regulacije signala apoptoze 
(ASK) in transglutaminaza-2 (TGM2). 
GST igrajo pomembno vlogo pri metabolizmu, kjer katalizirajo konjugacijo raznih 
elektrofilnih substratov z glutationom. Kot produkt nastajajo bolje vodotopne spojine, ki se 
izločijo ali pa so podvržene nadaljnjemu metabolizmu v merkapturno kislino. 
Pri ljudeh ločimo citosolne, mitohondrijske in mikrosomske GST. Citosolne GST ločujemo še 
na sedem razredov, glede na njihovo zgradbo, substrate in imunsko reaktivnost. Te razredi so 




1.4.1.1. Glutation S-transferaza teta-1 
Glutation S-transferaza teta-1 je encim druge faze metabolizma zdravilnih učinkovin. Gen za 
encim se nahaja na 22. kromosomu, na mestu 22q11. Encim je strukturno homodimer, torej ga 
sestavljata dva identični polipeptidni verigi. (Slika 9) 
 
Slika 9: Struktura gluation s-transferaze teta-1 
Encim katalizira konjugacijo reduciranega glutationa na elektrofilne centre ksenobiotikov, 
zdravil in endogenih spojin, kot so peroksidirani lipidi. Produkti konjugacije so bolj topni, 
zaradi česar se lažje izločijo iz telesa. 
Encim nastaja v jetrih, prebavilih, eritroidnih celicah, ledvicah in pljučih. Nastajanje 
inducirajo določena živila - zelenjava iz družine križnic (zelje, cvetača, ohrovt…), na živalskih 
modelih pa je bila dokazana tudi indukcija s strani zdravil kot so nesteroidni antirevmatiki, 
fenobarbital, alfa-tokoferol in kumarini. Nekatere učinkovine so pri podganah delovale 
odvisno od spola, kar nakazuje na razlike v mehanizmih nastanka. (14) 
Najpomembnejša variacija gena je GSTT1*0, ki označuje  delecijo gena GSTT, ki povzroči 
popolno odsotnost encima in se pojavlja pri 38% populacije, med posledice pa se uvršča 
predvsem osteosarkom, dokazan pa je bil tudi slabši odziv na kemoterapijo pri zdravljenju 
akutne mieloične levkemije. (14) (15) Ostali možni polimorfizmi so še GSTT1*A in 
GSTT1*B, ki se razlikujeta v aminokislinskem ostanku na mestu 104, kjer ima GSTT1*A 
treonin in GSTT1*B prolin, posledično pa različni encimski aktivnosti – različica A dvakrat 
višjo od B. (16) 
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1.4.1.2. Glutation S-transferaza mi-1 
Glutation S-transferaza mi-1, katerega kodira gen GSTM1, ki se nahaja na mestu 1p13.3, je 
odgovoren za detoksifikacijo elektrofilnih spojin, med katere spadajo kancerogeni, na primer 
akrolein, zdravila – primer je cisplatin, ki se uporablja v terapiji raka, okoljski strupi, na 
primer s citokromom P450 aktivirana oblika aflatoksina B1 in produkti oksidativnega stresa 
kot je 4-hidroksinonenal, ki nastane kot posledica lipoperoksidacije.. Tako kot GSTT, se 
nahaja v citoplazmi in ima homodimerno strukturo. (Slika 10) 
 
Slika 10: struktura glutation s-transferaze mi-1 
Poznamo štiri alele – GSTM1*A, GSTM1*B, GSTM1*0 in GSTM1*1x2. A in B alela se 
razlikujeta po aminokislini v kodonu 173 (A – lizin, B – asparagin), 0 predstavlja delecijo, 
duplikacija gena 1x2 pa je značilna za populacijo Savdske Arabije. (17) 
Študije so pokazale povezavo med polimorfizmom GSTM1 in odzivom na kemoterapijo v 
primeru pediatrične akutne limfoblastne levkemije in raka jajčnikov v prid deleciji gena 
GSTM1*0. Kot vzrok se predvideva nezmožnost metabolizma in inaktivacije 
kemoterapevtikov. Nasprotno je bilo pri podobni študiji, ki je bila osredotočena na bolnike s 
pljučnim rakom, dokazano obratno razmerje in je genotip GSTM1*0 pomenil krajše 
preživetje. (17) 
Nedavno je bila v srbski populaciji dokazana tudi korelacija med prisotnostjo obeh delecij 




1.5. Biološki označevalci oksidativnega stresa 
Biološki označevalci oksidativnega stresa so molekule, ki nastanejo kot posledica reakcije  z 
ROS (lahko gre za direktno spremembo DNA, lipidov, beljakovin in ogljikovih hidratov), ali 
pa snovi, katerih nivo oziroma aktivnost se spremeni, kot odziv na oksidativni stres 
(antioksidanti). 
8-hidroksi-deoksi gvanozin je biološki označevalec oksidativnega stresa, ki nastaja kot 
posledica poškodb DNA. Malonaldehid, oksidirani lipoproteini nizke gostote in 8-izoprostani 
so primeri bioloških označevalcev, ki nastajajo zaradi peroksidacije polinenasičenih 
maščobnih kislin, medtem ko so 3-nitrotirozini primer nitracije beljakovin. 
Med antioksidantne biološke označevalce oksidativnega stresa štejemo nivo glutationa, 
askorbinske kisline, razmerje GSH/GSSG, superoksid-dismutazo, glutation-peroksidazo in 
druge. (24) 
1.6. 8-hidroksi-deoksi gvanozin 
8-hidroksi-deoksi gvanozin (8-OHdG) je eden od najpogosteje uporabljanih označevalcev 
oksidativnega stresa. Nastaja kot posledica reakcije hidroksilnega radikala z 




Slika 11 nastanek 8-hidroksi-deoksi gvanozina 
Ob prisotnosti 8-OHdG lahko pride do transverzijskih mutacij GC>TA v različnih genih kar 
posledično lahko pripelje do mutageneze in kancerogenze, ter ostalih obolenj, ki so posledica 
napak v DNA. 8-OHdG povzroča tudi motnje na nivoju celice, saj pospešuje krajšanje 
telomer, torej povzroča hitrejše staranje celic. (25) 
Poleg vloge biološkega označevalca endogenega oksidativnega stresa, se 8-OHdG uporablja 
tudi kot napovednik tveganja za obolenja kot je rak. 
Niso pa vsi učinki 8-OHdG negativni, saj je dokazano tudi protivnetno delovanje eksogenega 
8-OHdG prek blokade Rac1 v vnetni kaskadi. (26) 
8-OHdG kot indikator oksidativnega stresa se lahko meri v urinu, tkivih ali v levkocitni DNA. 
Samo metodologijo merjenja delimo na direkten pristop, kjer poškodbe DNA odkrivamo s 
pomočjo fizikalnih in kemijskih metod ter končno ekstrakcijo in hidrolizo DNA ter na 
indirekten pristop, kjer se ohrani struktura DNA in se poškodbe išče in situ. Pri prvem, 
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direktnem pristopu, se kvantitativno analizo izvaja s kromatografijo visoke ločljivosti 
združeno z elektrokemijsko detekcijo (HPLC-EC), plinsko kromatografijo spojeno z masno 
spektrometrijo (GC-MS) ali s kromatografijo visoke ločljivosti s tandemsko masno 
spektrometrijo (HPLC-MS/MS). Pri indirektnem pristopu pa za meritev uporabljamo 
protitelesa nizke specifičnosti ali s spremljanjem aktivnosti popravljalnih encimov. 
Zaradi razlik v metodologiji, je v preteklosti prihajalo do razlik v rezultatih, ki so znašale celo 
več velikostnih razredov. Evropski komite za standarde je leta 1997 rešil to težavo z 
uveljavitvijo standardov za 8-OHdG za metode LC-MS-MS, HPLC in GC-MS, pri čemer so 
ugotovili enakovrednost metod LC-MS-MS in HPLC, medtem ko metoda GC-MS podaja višje 
vrednosti zaradi oksidacije med pripravo vzorcev. (27) 
Različne metode vodijo do razlik v izmerjenih vrednostih 8-OHdG v urinu. V primerjavi 
študij, opravljenih s kemijskimi in imunskimi metodami na odraslih osebah z indeksom 
telesne mase <25, znaša povprečna vrednost izmerjena s kemijskimi metodami 3,9 ng/mg 
kreatinina v urinu, medtem ko vrednost izmerjena z imunokemičnimi metodami znaša 9,0 
ng/mg kreatinina v urinu. (28) To je jasen pokazatelj, da rezultati pridobljeni z različnimi 
metodami, med seboj niso primerljivi.  
8-OHdG v urinu je izvrsten biološki označevalec oksidativnega stresa, saj je odvzem 
neinvaziven, sama molekula ni podvržena metabolizmu, vpliv prehrane na izločeno 
koncentracijo pa je zanemarljiv. 
Raziskave so že potrdile povišano koncentracijo 8-OHdG v rakavih tkivih, v primerjavi z 
okoliškimi, zdravimi tkivi, ter zmanjšanje koncentracije 8-OHdG v urinu, po kirurški 
odstranitvi obolelega tkiva. (26) 8-OHdG v urinu se je izkazal tudi kot biološki označevalec 
poškodb DNA zaradi poklicne izpostavljenosti snovem kot so benzen, Cr VI, policiklični 
aromatski ogljikovodiki in nanodelci. (29) 
Raziskava, ki je preverjala korelacijo med povišanjem 8-OHdG in polimorfizmi v genih za 
citokrom P450 ter glutation S-transferazo, ki sodelujejo pri detoksifikaciji ksenobiotikov, je 
ugotovila signifikantno povišanje v urinu prisotnega 8-OHdG pri mutiranih genotipih 





2. Namen dela 
 
Metodi analiza polimorfizmov dolžin restrikcijskih fragmentov in verižno pomnoževanje s 
polimerazo v realnem času sta redno uporabljeni za določanje prisotnosti polimorfizmov 
DNA. Ker se metodi razlikujeta tako metodološko, kot cenovno, nas je zanimalo, če 
proizvedeta primerljive rezultate, kar smo testirali s polimorfizmom rs2978663 A<G, kjer smo 
iste vzorce analizirali z obema metodama in primerjali rezultate. 8-OHdG je potrjen biološki 
označevalec oksidativnega stresa, polimorfizma rs1050450 G<A in rs2978663 A<G pa 
vplivata na encime, ki v telesu delujejo zaščitno pred oksidativnim stresom. Zanimalo nas je, 
če obstaja povezava med koncentracijo 8-OHdG v urinu in prisotnostjo polimorfizmov 
rs1050450 G<A in rs2978663 A<G. 
 
Namen magistrske naloge je ugotoviti morebitno povezanost polimorfizmov rs1050450 G<A 
v genu za glutation-peroksidazo in rs2978663 A<G v genu za glutation disulfid-reduktazo s 
koncentracijo 8-hidroksi-deoksi gvanozina v urinu, ter primerjati metodi analize dolžin 
restrikcijskih fragmentov in PCR v realnem času, za analizo omenjenih polimorfizmov. 
Naše hipoteze so: 
1. metodi analize dolžin restrikcijskih fragmentov in PCR v realnem času dajeta 
primerljive rezultate,  
2. prisotnost polimorfizma rs1050450 G<A v genu za glutation-peroksidazo značilno 
poviša koncentracijo 8-OHdG v urinu in  
3. prisotnost polimorfizma rs2978663 A<G v genu za glutation disulfid-reduktazo 
značilno poviša koncentracijo 8-OHdG v urinu. 
Hipoteze bomo preverili z analizo DNA 178 preiskovancev, ki so nosečnice iz območja 
Slovenije in Hrvaške, stare 19-44 let, udeležene v projektu PHIME, ob uporabi statistične 




3. Materiali in metode 
3.1. Opis preiskovancev 
Preiskovanci, vključeni v raziskavo so nosečnice iz Slovenije in Hrvaške, stare 19-44 let, 
vključene v projekt PHIME, ki se je osredotočal na posledice dolgoročne izpostavitve, mater 
in otrok, težkim kovinam v mediteranski populaciji. Projekt PHIME ima izdano dovoljenje 
Komisije za medicinsko etiko z oznako RS 98/05/06. Za našo nalogo smo uporabili vzorce 
175 preiskovancev vnaprej označenih z ID številkami projekta. 
3.2. Opis vzorcev 
DNA je bila izolirana iz levkocitov v periferni krvi, z uporabo High Pure PCR Template 
Preparation Kit, proizvajalca Roche. Po izolaciji, so bili vzorci redčeni z ultra čisto vodo v 
razmerju 1:20. Vzorci so bili shranjeni v hladilniku pri 4°C. 
 
3.3. Ocena koncentracije in čistosti DNA v vzorcih 
Pred genotipizacijo smo v vzorcih izmerili koncentracijo DNA in ocenili njeno čistost. 
Koncentracijo DNA smo ocenili z meritvijo absorbance pri 260 nm, kjer ima DNA 
absorpcijski maksimum. Raztopina DNA s koncentracijo 50 µg/mL ima absorbanco približno 
1. Čistoto izolata smo ocenili z merjenjem razmerja absorbanc pri 260 in 280 mn 
(A260/A280).  Za to smo uporabili mikrovolumski UV-Vis spektrofotometer (NanoDrop One, 
Thermo Fisher Scientific, ZDA), ki absorbance izmeri v zelo majhni količini vzorca (1,5 µL). 





3.4. Analiza polimorfizma rs1050450 G<A v genu za GPx 
3.4.1. PCR - Verižna reakcija s polimerazo 
Pri verižni reakciji s polimerazo (angl.: Polymerase Chain Reaction – PCR), gre za tarčno 
pomnoževanje specifičnega odseka DNA. Specifičnost dosežemo z uporabo oligonukleotidnih 
začetnikov, ki se prilegajo na točno določeno zaporedje, nekaj 10 do nekaj 100 baznih parov 
pred in po mestu, ki nosi zapis za polimorfizem, ki nas zanima. Poleg oligonukleotidnih 
začetnikov, reakcijsko zmes sestavljajo še pufer z ustrezno pH vrednostjo in ionsko jakostjo, 
magnezijevi ioni, zmes deoksiribonukleozidtrifosfatov dATP, dCTP, dGTP in dTTP, 
termostabilna DNA-polimeraza - v našem primeru Taq-polimeraza, ultra čista voda in dejanski 
vzorec, ki ga želimo pomnožiti, saj ta deluje kot matrica za pomnoževanje. Pomnoževanje 
poteka v treh fazah, pri različnih temperaturah – prva je denaturacija DNA, druga prileganje 
oligonukleotidnih začetnikov in tretja pomnoževanje s polimerazo v smeri 5’ proti 3’. 
Pomnoževanje poteka v 30-45 ciklih, odvisno od količine izhodiščne DNA in želene končne 
DNA, v vsakem ciklu pa količina naraste eksponentno.  
 
3.4.1.1. Reagenti 
● Pufer (Solis BioDyne HOT FIREPol(R) 10x Buffer B2 (Mg2+ free) Tris-HCl, 
(NH4)2SO4 
● MgCl2 (Solis BioDyne 25 mM raztopina) 
● Deoksiribonukleozidtrifosfati (dNTP) 2 mM 
● Istosmerni začetni oligonukleotidi GPX-Ex2.2-F (5 µL koncentracije 100 mM redčene 
s 95 µL dH2O) 5’ - GCCGCCGGCCAGTTAAAAGG - 3’ 
● Obratnosmerni začetni oligonukleotidi GPX-Ex2.2-R 5’- 
AAGTAGTACCTTGCCCCGCAGG - 3’ 
● Ultra čista voda 
● Taq-polimeraza (Solis BioDyne HOT FIREPol(R) DNA Polymerase from Thermus 
aquaticus, Estonija) 




3.4.1.2. Aparature in oprema 
● PCR komora (Biosan DNA/RNA UV-Cleaner, Latvija) 
● Polavtomatske pipete (0,5-2,5 µL, 2-20 µL, 10-100 µL, 20-200 µL, 100-1000 µL, 
Eppendorf, Nemčija) 
● Avtoklav (Kambič, Slovenija) 
● Avtoklavirani pipetni nastavki v škatlah (0,1-20 µL, 1-200 µL, 100-1200 µL) 
● Avtoklavirane epice (0,2 mL, 2,0 mL) 
● Centrifuga (FVL-2400N Combi-Spin, Biosan, Latvija) 
● Ciklični pomnoževalnik (C1000 Thermal Cycler, Bio-Rad) 
3.4.1.3. Postopek 
Pred začetkom dela smo očistili PCR komoro, s čemer smo preprečili morebitno 
kontaminacijo vzorcev. Za čiščenje smo uporabili 2 % raztopino natrijevega hipoklorita, 
obrisali komoro, nato pa ponovili postopek še z etanolom. Pomembno je, da obrišemo vse 
površine komore ter ves pribor, ki ga bomo potrebovali za pripravo reakcijske zmesi in 
vzorcev. Po čiščenju z etanolom, smo komoro še za vsaj 20 minut obsevali z UV svetlobo, ki 
razgradi prisotno DNA. Med samim delom je bilo pomembno, da smo še naprej pazili, da v 
komoro nismo vnesli nečistot, ki bi lahko kontaminirale reagente ali vzorce. Kot kontrolo smo 
izvedli slepi vzorec, pri katerem smo namesto DNA uporabili vodo, kar se po pomnoževanju 
kaže kot odsotnost signala, če ni kontaminacije s tujo DNA. 
Po čiščenju komore smo si označili epice za reakcijsko zmes in vzorce, ki smo jih 
pomnoževali. Nato smo iz reagentov, katere shranjujemo v zmrzovalniku pripravili reakcijsko 
mešanico v volumnu, ki ustreza številu analiziranih vzorcev in dodatnih 10%, ki so posledica 
izgub pri pipetiranju. Reakcijsko mešanico sestavljajo voda, pufer, magnezijevi ioni, isto- in 
obratnosmerni oligonukleotidni začetniki ter DNA-polimeraza, v ustreznih razmerjih – 
Preglednica II. Po pripravi reakcijske mešanice, smo v vsako epico prenesli 19 µL mešanice in 
dodali 1 µL vzorca DNA, ki smo ga želeli pomnožiti. Dobro zaprte epice smo prenesli v 



















Preglednica III Pogoji PCR reakcije za pomnožitev odseka za določanje polimorfizma rs1050450 G<A v genu za 
GPx 
Korak Temperatura Trajanje Število ponovitev 
Aktivacija polimeraze 95°C 15 min 1 
Denaturacija 95°C 60 s  
35 Prileganje 58°C 30 s 
Podaljševanje 72°C 45 s 
Končno podaljševanje 72°C 8 min 1 
Ohlajanje 4°C ∞ 1 
 
  




GPX-Ex2.2 F 2 
GPX-Ex2.2 R 2 
dH2O 9,6 
Taq-polimeraza 0,2 
Vzorec DNA 1 
Skupni volumen 20 
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3.4.2. Gelska elektroforeza PCR produktov 
3.4.2.1. Princip 
Gelsko elektroforezo izvajamo z namenom ločbe in identifikacije različno dolgih fragmentov 
DNA v našem vzorcu. Metoda temelji na potovanju molekul (DNA, RNA, proteini) skozi gel, 
hitrost potovanja pa pogojuje njihova velikost, naboj in gostota gela. DNA zaradi svojega 
negativnega naboja potuje proti viru pozitivnega naboja - anodi. To izkoriščamo pri 
elektroforezi, saj vzorce nanesemo na gel na nasprotni strani, torej bližje katodi. Ko v kadički 
vzpostavimo tok, začne DNA po gelu potovati, hitrost pa je odvisna od velikosti, pri čemer 
večji delci potujejo počasneje, manjši fragmenti pa hitreje, saj lažje prehajajo med molekulami 
gela. Končni rezultat se kaže tako, da so manjši fragmenti dlje od izhodišča, večji pa bližje, 
njihovo velikost pa lahko razberemo z uporabo označevalca, ki ga nanesemo v prvo luknjo 
gela in vsebuje fragmente znanih velikosti. 
V našem primeru je bila gelska elektroforeza uporabljena za preverjanje uspešnosti verižnega 
pomnoževanja s polimerazo in kasneje za ugotavljanje prisotnosti restrikcijskega mesta. 
Za preverjanje uspešnosti PCR, smo uporabljali 2% agarozni gel z barvilom Midori Green, ki 
se veže na molekule DNA medtem ko potujejo skozi gel in omogoča detekcijo z UV-
fluorescenco, za ugotavljanje prisotnosti restrikcijskega mesta pa 3% agarozni gel za RFLP 
(višja resolucija agaroze) z Midori Green. 
3.4.2.2. Reagenti 
● Agaroza (Sigma-Aldrich, ZDA) 
● Barvilo Midori Green Advance (Nippon Genetics, Nemčija) 
● 1xTAE Pufer (0,098 M Tris-HCl, 0,089 M Borova kislina, 0,002 M EDTA) 
● Nanašalni pufer (0,35 % glicerol, 0,0023 % ksilencianol) 
● Označevalec velikosti fragmentov DNA (PCR Markers G316A, Promega Corp., ZDA) 




3.4.2.3. Aparature in oprema 
● Tehtnica (Exacta 300 EB, Slovenija) 
● Mikrovalovna pečica 
● Merilni valj (100 mL) 
● Erlenmajerica (250 mL) 
● Urno steko 
● Parafilm 
● Nosilec za gel 
● Glavnički za gel 
● Polavtomatske pipete (2-20 µL, Eppendorf, Nemčija) 
● Avtoklavirani nastavki za pipete (0,5-20 µL) 
● Kadička za elektroforezo (BIO-RAD) 
● Vir napetosti (BIO-RAD Power Pac Basic, 300 V/400 mA/75 W) 
● Komora za slikanje gela (Uvitec Alliance 9.7, Uvitec, Velika Britanija) 
3.4.2.4. Postopek 
Za gelsko elektroforezo je bilo potrebno najprej pripraviti primeren gel. V našem primeru smo 
se odločili za uporabo 2 % agaroznega gela. Tega smo pripravili tako, da smo v erlenmajerici 
natehtali 1,5 g agaroze v prahu, nato pa agarozo zmešali s 75 mL 1xTAE pufra. Ko smo 
premešali, da odstranimo grudice, smo začeli z urnim steklom pokrito erlenmajerico segrevati 
v mikrovalovni pečici. Segrevali smo do vretja, oziroma dokler se raztopina ni zbistrila. Po 
segrevanju smo erlenmajerico z raztopljenim gelom ponovno stehtali in z ultra čisto vodo 
dopolnili razliko, ki je nastala zaradi hlapenja vode. S tem zagotovimo želeno koncentracijo 
gela. Ko se je gel ohladil na približno 70°C, smo mu dodali 2 µL barvila Midori Green. Če bi 
barvilo dodali prej, bi molekule razpadle in barvilo ne bi opravljalo svoje funkcije. Gel z 
barvilom smo pomešali in vlili v nosilec, v katerega smo vstavili ustrezne glavničke s 30 
luknjami. Gel smo pokrili z namenom, da ga zaščitimo pred UV svetlobo in pustili vsaj 20 
minut, da se ohladi in strdi. Po strjevanju smo iz gela odstranili glavniček, gel pa iz nosilca 
prenesli v kadičko za elektroforezo. Pomembno je, da je gel v celoti potopljen v TAE pufer. 
Na parafilm smo nanašali po 2 µL nanašalnega pufra, v kapljice pa dodajali označevalec 
velikosti ali vzorce DNA. Namen nanosa na parafilm je, da lahko vzorec s pipeto premešamo 
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z nanašalnim pufrom, preden ga nanesemo v luknjico na gelu. Ko smo prenesli vse vzorce, 
vključno s slepim, smo kadičko zaprli in priklopili na vir napetosti, na katerem smo izbrali 
želeno napetost, tok in čas trajanja elektroforeze. V našem primeru je bila napetost 90 V, tok 
400 A in trajanje 20 minut. 
Ko se je nastavljen čas elektroforeze iztekel, smo gel vzeli iz kadičke in ga prenesli v komoro 
za slikanje UV fluorescence (Uvitec), kjer smo s pomočjo programa Nine Alliance pridobili 
rezultate v obliki slike gela, nato pa smo morali sliko interpretirati s pomočjo označevalca 




Metoda »Restriction fragment length polymorphism analysis« oziroma analiza polimorfizmov 
dolžin restrikcijskih fragmentov je metoda, pri kateri s pomočjo restrikcijskih encimov iščemo 
polimorfizme. 
Izberemo lahko encim, ki bo verigo DNA cepil ob prisotnosti mutacije, ali pa takega, ki cepi 
verigo DNA le v primeru, da mutacija ni prisotna. Običajno izbiramo tako kombinacijo 
restrikcijskega encima in zaporedja DNA, da dobimo dve restrikcijski mesti – eno pogojeno z 
mutacijo in drugo, neodvisno od mutacije, ki služi kot kontrola uspešnosti encimske reakcije. 
Za identifikacijo se tudi v tem primeru uporablja gelska elektroforeza, kjer nas zanima ali je 




● PCR pomnoženo zaporedje DNA 
● Ultra čista voda 
● Pufer (CutSmart™ Buffer, New England Biolabs Inc., ZDA) 
● Restrikcijski encim (ApaI, New England Biolabs Inc., ZDA) 




3.4.3.3. Aparature in oprema 
● Epice 2 mL 
● Polavtomatske pipete (0,5-2,5 µL, 2-20 µL, 10-100 µL, 20-200 µL, Eppendorf, 
Nemčija) 
● Avtoklavirani nastavki za pipete (0,5-20 µL, 20-200 µL) 
● Posoda z ledom 
● Centrifuga (Microspin 12, Biosan, Latvija) 
● Termoblok (CH-100, Biosan, Latvija) 
 
3.4.3.4. Postopek 
Začeli smo s pripravo mešanice reagentov, ki jih je bilo potrebno najprej odtaliti, saj so 
shranjeni v zmrzovalniku. Pomembno je bilo, da smo restrikcijski encim ohranili na ledu, saj 
smo tako zmanjšali aktivnost in mu podaljšali uporabnost. Ker je suspendiran v glicerolu, ne 
zmrzne in ne potrebuje taljenja pred pipetiranjem. Reakcijsko zmes smo pripravili po 
navodilih v preglednici IV. V posamezno epico smo odpipetirali reagentno mešanico, temu pa 
dodali s PCR pomnožen vzorec. Mešanico reagentov in vzorca smo centrifugirali in čez noč 
inkubirali na temperaturi 25°C. Temperatura je pomembna zaradi delovanja encima, saj bi 
prenizka pomenila upočasnjeno delovanje, previsoka temperatura pa bi lahko encim 
denaturirala. 
Preglednica IV: sestava restrikcijske mešanice z ApaI encimom 
Reagent Volumen [µL] 




Skupni volumen 20 
 
Po končani inkubaciji smo vzorce prestavili v hladilnik, s čemer smo prekinili restrikcijo in 
preprečili morebitne nespecifične reakcije. 
Analizo restrikcije smo izvedli z elektroforezo in UV slikanjem gela.  
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3.4.4. Gelska elektroforeza fragmentov restrikcije 
3.4.4.1. Reagenti 
● Agaroza visoke ločljivosti za analizo RFLP (Sigma-Aldrich, ZDA) 
● Barvilo Midori Green Advance (Nippon Genetics, Nemčija) 
● 1xTAE Pufer (0,098 M Tris-HCl, 0,089 M Borova kislina, 0,002 M EDTA) 
● Nanašalni pufer Blue/Orange 6x Loading Dye (Promega Corp., ZDA) 
● Označevalec velikosti fragmentov DNA (PCR Markers G316A, Promega Corp., ZDA) 
● Ultra čista voda 
3.4.4.2. Aparature in oprema 
● Tehtnica (Exacta 300 EB, Slovenija) 
● Mikrovalovna pečica 
● Merilni valj (100 mL) 
● Erlenmajerica (250 mL) 
● Urno steko 
● Parafilm 
● Nosilec za gel 
● Glavnički za gel 
● Polavtomatske pipete (2-20 µL, Eppendorf, Nemčija) 
● Avtoklavirani nastavki za pipete (0,5-20 µL) 
● Kadička za elektroforezo (BIO-RAD) 
● Vir napetosti (BIO-RAD Power Pac Basic, 300 V/400 mA/75 W) 
● Komora za slikanje gela (Uvitec Alliance 9.7, Uvitec, Velika Britanija) 
● Računalnik 
3.4.4.3. Postopek 
Za analizo restrikcijskih fragmentov smo uporabili agarozo višje ločljivosti, saj smo želeli 
med seboj ločiti posamezne dele pomnožene DNA, kar zahteva bolj podrobno analizo. 3 % gel 
smo pripravili tako, da smo odtehtali 2,25 g agaroze visoke ločljivosti in jo zmešali s 75 mL 
1xTAE pufra. Zmes smo dobro premešali, saj se pri tej agarozi pogosteje pojavljajo grudice, 
nato pa smo začeli s segrevanjem v mikrovalovki, dokler gel ni zavrel in postal brezbarven.   
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Po nekajminutnem ohlajanju – na približno 70°C, smo v gel dodali 3 µL barvila Midori Green, 
pomešali in vlili v nosilec, v katerem smo namestili  glavniček za 15 lukenj. Pri analizi RFLP 
uporabljamo širše luknje, v katere lahko nanesemo več vzorca kot pri EF po PCR, s tem pa 
dobimo jasnejši rezultat. Po približno 20 minutah, ko se je gel, zaščiten pred UV svetlobo 
strdil, smo ga prenesli v kadičko za elektroforezo. Vzorcem, pri katerih je potekala restrikcija 
v epicah, smo dodali po 5 µL nanašalnega pufra Blue/Orange 6x Loading Dye, nato pa začeli 
z nanašanjem. Najprej smo nanesli označevalec velikosti v prvo luknjico, nato smo nanesli 
kontrolni vzorec, kateremu nismo dodali restrikcijskega encima, v preostalih 13 pa smo 
odpipetirali po 5 µL mešanice vzorca in nanašalnega pufra. Ko smo nanesli vse vzorce, smo 
kadičko pokrili s pokrovom, priklopili na vir napetosti in zagnali elektroforezo za 45 minut pri 
napetosti 90 V in toku 400 A. Po končani elektroforezi, smo gel prenesli v komoro za slikanje 
UV fluorescence (Uvitec), kjer s pomočjo programa Nine Alliance pridobimo rezultate v 
obliki slike gela, nato pa moramo sliko interpretirati s pomočjo označevalca velikosti in znanih 
podatkov o dolžini restrikcijskih fragmentov DNA, s katerimi delamo. 
Rezultate ločimo glede na število lis na gelu. (Slika 12) Pri analizi z ApaI encimom smo imeli 
restrikcijski mesti dve – eno na mestu mutacije in drugo, od polimorfizma neodvisno mesto, ki 
služi kot kontrola delovanja encima. V primeru nemutiranega homozigota, encim cepi verigo 
na obeh mestih in posledično dobimo 3 lise dolžin 285, 242 in 88 bp (baznih parov), v primeru 
mutiranega homozigota encim cepi le na neodvisnem mestu, torej dobimo 2 lisi, dolgi 330 in 
285 bp, če pa gre za heterozigota, kot rezultat dobimo 4 različne lise, oziroma štiri različno 
dolge odseke DNA – 330, 285, 242 in 88 bp. 
 
Slika 12: Primer slike gela za analizo RFLP polimorfizma rs1050450 G<A 
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3.4.5. PCR v realnem času 
3.4.5.1. Princip 
PCR v realnem času (qPCR) v osnovi deluje enako kot PCR - denaturacija, prileganje, 
pomnoževanje, s to razliko, da odčitavanje rezultatov poteka že tekom reakcije, torej po 
vsakem ciklu pomnoževanja dobimo podatek o količini pomnožene DNA v posameznem 
vzorcu. To je možno zaradi uporabe posebnih sond, ki se vežejo na specifična zaporedja DNA 
v vzorcu, nato pa zaradi 5’-3’ eksonukleazne aktivnosti polimeraze, ki cepi sonde in s tem 
oddalji fluorofor ter dušilec, začnejo oddajati fluorescentni signal, saj ta ni več prikrit zaradi 
bližine dušilca. (Slika 13) 
 






● Vzorci DNA koncentracije ~20 ng/µL 
● Ultra čista voda 
● 5x HOT FIREPol Probe qPCR Mix Plus (Solis BioDyne, Estonija) 
● TaqMan sonde (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
○ C_175686987_10 
 
3.4.5.3. Aparature in oprema 
● PCR komora (Biosan DNA/RNA UV-Cleaner, Latvija) 
● Polavtomatske pipete (0,5-2,5 µL, 2-20 µL, 10-100 µL, 20-200 µL, Eppendorf, 
Nemčija) 
● Avtoklavirani nastavki za pipete (0,5-20 µL, 20-200 µL) 
● Epice 2 mL 
● Bele mikrotitrske ploščice s 384 vdolbinicami (FrameStar® 384 Well Skirted PCR 
Plate, 4titude, UK) 
● Folija za prekrivanje plošč 
● Centrifuga za mikrotitrske plošče 
● Aparat za PCR v realnem času LightCycler 480 II (Roche, Švica) 
● Računalnik s programom LC480 za upravljanje aparata LightCycler 480 II 
3.4.5.4. Postopek 
Kot pri klasičnem PCR, smo postopek začeli s čiščenjem komore, najprej z 2% hipokloritom 
in nato še z etanolom. Po obsevanju komore in ostalega potrebnega pribora z UV svetlobo, 
smo lahko začeli z delom. Najprej smo si pripravili mešanico reagentov in sond – Preglednica 
V in nato po 4 µL mešanice reagentov odpipetirali v luknje mikrotitrske plošče, pri čemer smo 
si vnaprej pripravili načrt pipetiranja, saj je pred začetkom analize potrebno v program navesti, 
kateri reagenti in vzorci so v posameznih odprtinah. Ko smo končali s pipetiranjem reagentov, 
smo jim dodali po 1 µL vzorca DNA. Po pipetiranju smo ploščo prekrili s samolepilno folijo, 
da smo preprečili hlapenje in kontaminacijo vzorcev med prenosom do aparature in samim 
postopkom PCR, ki vključuje segrevanje do 95 °C. Prekrito ploščico smo prenesli iz komore v 
centrifugo, kjer smo jo za 2 minuti centrifugirali pri 1900 obratih na minuto, z namenom, da se 
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majhna volumna reagentov in vzorcev temeljito premešata na dnu vsake vdolbinice. Ploščo 
smo po centrifugiranju prenesli v aparat Light Cycler 480 II in s pomočjo programa na 
povezanem računalniku zagnali program verižnega pomnoževanja – Preglednica VI. Po 
zaključeni analizi smo rezultate odčitali iz grafa, kjer so signali razdeljeni v 3 segmente, glede 
na to, ali se je vezala sonda z barvilom VIC – mutiran alel, sonda z barvilom FAM – divji tip, 
ali obe sondi, v primeru heterozigotov. 
Preglednica V: Reakcijska zmes za PCR v realnem času, za detekcijo polimorfizma rs1050450 G<A 
Reagent Volumen [µL] 




Skupni volumen 5 
 
Preglednica VI: Pogoji za PCR v realnem času 
Stopnja Temperatura Čas Število ponovitev 
Začetna denaturacija 95°C 12 min 1 
Denaturacija 95°C 15 s  
40 Prileganje začetnih 
oligonukleotidov in 
podaljševanje 
60°C 60 s 





3.5. Analiza polimorfizma rs2978663 A<G v genu za GSR 
3.5.1. PCR 
3.5.1.1. Reagenti 
● Pufer (Solis BioDyne HOT FIREPol(R) 10x Buffer B2 (Mg2+ free) Tris-HCl, 
(NH4)2SO4 
● MgCl2 (Solis BioDyne 25 mM raztopina) 
● Deoksiribonukleozidtrifosfati (dNTP) 2 mM 
● Istosmerni začetni oligonukleotidi GSR-F 5’ - TACCGGGTTCACGCCATTCT - 3’ 
● Obratnosmerni začetni oligonukleotidi GSR-R 5’ - 
GTTAAAAGCCTCTGTGCCACTCAG - 3’ 
● Ultra čista voda 
● Taq-polimeraza (Solis BioDyne HOT FIREPol(R) DNA Polymerase from Thermus 
aquaticus, Estonija) 
● Vzorci DNA koncentracij ~100 ng/µL 
 
3.5.1.2. Aparature in oprema 
● PCR komora (Biosan DNA/RNA UV-Cleaner, Latvija) 
● Polavtomatske pipete (0,5-2,5 µL, 2-20 µL, 10-100 µL, 20-200 µL, 100-1000 µL, 
Eppendorf, Nemčija) 
● Avtoklav (Kambič, Slovenija) 
● Avtoklavirani pipetni nastavki v škatlah (0,1-20 µL, 1-200 µL, 100-1200 µL) 
● Avtoklavirane epice (0,2 mL, 2,0 mL) 
● Centrifuga (FVL-2400N Combi-Spin, Biosan, Latvija) 






Postopek je enak kot pri določanju polimorfizma rs1050450 G<A v genu za GPx, razen 
sestave referenčne zmesi in programa pomnoževanja, ki sta navedena v preglednicah VII in 
VIII. 
 
Preglednica VII: Sestava reakcijske zmesi za pomnožitev odseka za določanje polimorfizma rs2978663 A<G v 
genu za GSR 
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Preglednica VIII: Pogoji PCR reakcije za pomnožitev odseka za določanje polimorfizma rs2978663 A<G v genu za 
GSR 
Korak Temperatura Trajanje Število ponovitev 
Aktivacija polimeraze 95°C 10 min 1 
Denaturacija 95°C 60 s  
40 Prileganje 62,5°C 30 s 
Podaljševanje 72°C 25 s 
Končno podaljševanje 72°C 8 min 1 





3.5.2. Gelska elektroforeza PCR produktov 
Gelska elektroforeza PCR produktov je bila izvedena na enak način in z enakimi reagenti ter 




● PCR pomnoženo zaporedje DNA 
● Ultra čista voda 
● Pufer 2 (NEBuffer™ 4, New England Biolabs Inc., ZDA) 
● Goveji serumski albumin (BSA, New England BioLabs Inc., ZDA) 
● Restrikcijski encim (ApaLI, New England Biolabs Inc., ZDA) 
○ Restrikcijsko zaporedje 5'…G/TGCAC…3' 
 
3.5.3.2. Aparature in oprema 
● Epice 2 mL 
● Polavtomatske pipete (0,5-2,5 µL, 2-20 µL, 10-100 µL, 20-200 µL, Eppendorf, 
Nemčija) 
● Avtoklavirani nastavki za pipete (0,5-20 µL, 20-200 µL) 
● Posoda z ledom 
● Centrifuga (Microspin 12, Biosan, Latvija) 
● Termoblok (CH-100, Biosan, Latvija) 
 
3.5.3.3. Postopek 
Postopek je enak postopku z encimom ApaI, le da smo uporabili drug pufer, encim in dodali 
še goveji serumski albumin, ki preprečuje adhezijo encima na površine epic in pipetnih 
nastavkov. Ko smo pripravili matično mešanico reagentov, smo jo razporedili v epice, katere 
smo označili s številkami vzorcev. V posamezno epico smo odpipetirali reagentno mešanico, 
temu pa dodali s PCR pomnožen vzorec. Mešanico reagentov in vzorca smo centrifugirali in 
čez noč inkubirali na temperaturi 37°C. 
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Po končani inkubaciji smo vzorce prestavili v hladilnik, s čemer smo prekinili restrikcijo in 
preprečili morebitne nespecifične reakcije. 
Analizo restrikcije smo izvedli z elektroforezo in UV slikanjem gela. Rezultate ločimo glede 
na število lis na gelu. 
 
3.5.4. Gelska elektroforeza fragmentov restrikcije 
3.5.4.1. Reagenti 
● Agaroza visoke ločljivosti za analizo RFLP (Sigma-Aldrich, ZDA) 
● Barvilo Midori Green Advance (Nippon Genetics, Nemčija) 
● 1xTAE Pufer (0,098 M Tris-HCl, 0,089 M Borova kislina, 0,002 M EDTA) 
● Nanašalni pufer Blue/Orange 6x Loading Dye (Promega Corp., ZDA) 
● Označevalec velikosti fragmentov DNA (PCR Markers G316A, Promega Corp., ZDA) 
● Ultra čista voda 
 
  
Reagent Volumen [µL] 





Skupni voumen 15 
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3.5.4.2. Aparature in oprema 
● Tehtnica (Exacta 300 EB, Slovenija) 
● Mikrovalovna pečica 
● Merilni valj (100 mL) 
● Erlenmajerica (250 mL) 
● Urno steko 
● Nosilec za gel 
● Glavnički za gel 
● Polavtomatske pipete (2-20 µL, Eppendorf, Nemčija) 
● Avtoklavirani nastavki za pipete (0,5-20 µL) 
● Kadička za elektroforezo (BIO-RAD) 
● Vir napetosti (BIO-RAD Power Pac Basic, 300 V/400 mA/75 W) 
● Komora za slikanje gela (Uvitec Alliance 9.7, Uvitec, Velika Britanija) 
3.5.4.3. Postopek 
Postopek je enak elektroforezi restrikcijskih fragmentov za ugotavljanje polimorfizma 
rs1050450 G<A, le interpretacija rezultatov je drugačna - v primeru analize z encimom ApaLI, 
je bilo restrikcijsko mesto samo eno, tako ena sama lisa dolžine 569 bp pomeni, da je 
zaporedje, ki ga prepoznava restrikcijski encim spremenjeno zaradi polimorfizma in do 
restrikcije sploh ni prišlo, dve lisi, dolžin 460 in 109 bp sta prisotni pri homozigotih divjega 
tipa, tri lise – 569, 460 in 109 bp pa pri heterozigotih, kjer sta prisotni obe obliki zapisa - 




3.5.5. PCR v realnem času 
3.5.5.1. Reagenti 
● Vzorci DNA koncentracije ~20 ng/µL 
● Ultra čista voda 
● 5x HOT FIREPol Probe qPCR Mix Plus (Solis BioDyne, Estonija) 
● TaqMan sonde (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
○ C_15879147_20 (ApaLI restrikcija, GSR) 
 
3.5.5.2. Aparature in oprema 
● PCR komora (Biosan DNA/RNA UV-Cleaner, Latvija) 
● Polavtomatske pipete (0,5-2,5 µL, 2-20 µL, 10-100 µL, 20-200 µL, Eppendorf, 
Nemčija) 
● Avtoklavirani nastavki za pipete (0,5-20 µL, 20-200 µL) 
● Epice 2 mL 
● Bele mikrotitrske ploščice s 384 vdolbinicami (FrameStar® 384 Well Skirted PCR 
Plate, 4titude, UK) 
● Folija za prekrivanje plošč 
● Centrifuga za mikrotitrske plošče 
● Aparat za PCR v realnem času LightCycler 480 II (Roche, Švica) 
● Računalnik s programom LC480 za upravljanje aparata LightCycler 480 II 
 
3.5.5.3. Postopek  
Postopek je bil enak postopku za določanje polimorfizma rs1050450 G<A v genu za GPx, le 




3.6. Analiza polimorfizmov v genih za GSTM in GSTT 
3.6.1. Multipli PCR 
Pri večkratni verižni reakciji s polimerazo, gre za istočasno pomnoževanje več različnih 
odsekov DNA. V našem primeru smo istočasno pomnoževali zaporedje genov za encima 
glutation-transferazo teta in mi, ter zaporedje gena za glutation-peroksidazo. Pri prvih dveh 
nas je zanimala prisotnost delecije gena, pomnoževanje odseka za GPx pa je služilo kot 
kontrola pomnoževanja.  
3.6.1.1. Reagenti 
● Pufer (Solis BioDyne HOT FIREPol(R) 10x Buffer B2 (Mg2+ free) Tris-HCl, 
(NH4)2SO4 
● MgCl2 (Solis BioDyne 25 mM raztopina) 
● Deoksiribonukleozidtrifosfati (dNTP) 2 mM 
● Istosmerni začetni oligonukleotidi GPX-Ex2.2-F (5 µL koncentracije 100 mM redčene 
s 95 µL dH2O) 5’ - GCCGCCGGCCAGTTAAAAGG - 3’ 
● Obratnosmerni začetni oligonukleotidi GPX-Ex2.2-R 5’- 
AAGTAGTACCTTGCCCCGCAGG - 3’ 
● Istosmerni začetni oligonukleotidi GSTM-1-F 5’ - GCTTCACGTGTTATGGAGGTT 
- 3’ 
● Obratnosmerni začetni oligonukleotidi GSTM-1-R 5’ - 
CGGGAGATGAAGTCCTTCAGA - 3’ 
● Istosmerni začetni oligonukleotidi GSTT-1-F 5’ - ATGTGACCCTGCAGTTGC - 3’ 
● Obratnosmerni začetni oligonukleotidi GSTT-1-R 5’ - 
AGATGTGAGGACCAGTAAGG - 3’ 
● Ultra čista voda 
● Taq-polimeraza (Solis BioDyne HOT FIREPol(R) DNA Polymerase from Thermus 
aquaticus, Estonija) 




3.6.1.2. Aparature in oprema 
● PCR komora (Biosan DNA/RNA UV-Cleaner, Latvija) 
● Polavtomatske pipete (0,5-2,5 µL, 2-20 µL, 10-100 µL, 20-200 µL, 100-1000 µL, 
Eppendorf, Nemčija) 
● Avtoklav (Kambič, Slovenija) 
● Avtoklavirani pipetni nastavki v škatlah (0,1-20 µL, 1-200 µL, 100-1200 µL) 
● Avtoklavirane epice (0,2 mL, 2,0 mL) 
● Centrifuga (FVL-2400N Combi-Spin, Biosan, Latvija) 
● Ciklični pomnoževalnik (C1000 Thermal Cycler, Bio-Rad) 
3.6.1.3. Postopek 
Postopek je bil v osnovi enak ostalim PCR pomnoževanjem – čiščenju komore je sledila 
priprava reakcijske mešanice (Preglednica X), nato pa smo mešanico in vzorce odpipetirali v 
epice in začeli s pomnoževanjem po protokolu v preglednici XI. Rezultate smo interpretirali z 
elektroforezno ločbo na gelu. 
Preglednica X: Sestava reakcijske zmesi za pomnožitev odseka za določanje polimorfizmov v genih za GSTM in 
GSTT 

















Preglednica XI: Pogoji PCR reakcije za pomnožitev odseka za določanje polimorfizmov v genih za GSTM in GSTT 
Stopnja Temperatura Čas Število ponovitev 
Segrevanje 95°C 15 min 1 
Denaturacija 95°C 60 s  
35 Prileganje 57,7°C 60 s 
Podaljševanje 72°C 60 s 
Končno podaljševanje 72°C 8 min 1 





4. Rezultati in razprava 
4.1. Primerjava metod analize dolžin restrikcijskih fragmentov in 
verižno pomnoževanje s polimerazo v realnem času  
 
Za analizo polimorfizma rs2978663 A<G smo primerjali metodi Analiza dolžin restrikcijskih 
fragmentov (RFLP) in Verižna reakcija s polimerazo (PCR) v realnem času. Primerjavo smo 
izvedli, ker nas je zanimalo, ali je možno z metodama, ki se močno razlikujeta v času in 
kompleksnosti izvedbe, ter nenazadnje tudi ceni, pridobiti enakovredne rezultate. Metodi smo 
primerjali tako, da smo istih 91 vzorcev, katerih volumnov smo imeli dovolj, analizirali s 
klasično metodo RFLP po predhodnem pomnoževanju s PCR in restrikcijo ter z metodo PCR 
v realnem času. Rezultate, pridobljene z elektroforezo po restrikciji (Slika 14), kar je osnova 
metode RFLP, smo ročno analizirali in zapisali v preglednico (Priloga 1), medtem ko so 
rezultati pridobljeni s PCR v realnem času že avtomatično podani v tabeli in jih je bilo 
potrebno samo interpretirati, oziroma označiti, kaj pomeni signal posamezne valovne dolžine 
(Priloga 3). Pridobljene rezultate smo nato primerjali med seboj in ugotovili, da se rezultati 
med metodama ujemajo pri vseh vzorcih. 
V preglednici XII so prikazani rezultati istih 91 vzorcev analiziranih s PCR v realnem času in 
analiziranih z metodo RFLP. Iz preglednice lahko razberemo popolno ujemanje v deležih 
posameznih alelov in alelni frekvenci, ki se ujema z rezultati za evropsko populacijo tudi pri 
večjem številu analiziranih vzorcev (23). 





















36 39,6 58,8 36 39,6 58,8 
Heterozigot 35 38,4 / 35 38,4 / 
Divji tip 20 22,0 41,2 20 22,0 41,2 




Slika 14 Primer gela za analizo polimorfizma rs2978663 A<G z metodo Polimorfizem dolžin restrikcijskih 
fragmentov z ApaLI  
 
Kljub enakim rezultatom še vedno obstaja velika razlika v ostalih vidikih primerjave metod, 
saj je metoda PCR v realnem času mnogo hitrejša, sama izvedba vsebuje manj korakov, kar 
dovoljuje manj možnosti za napake, obenem pa je interpretacija rezultatov avtomatizirana. 
Pri izvedbi RFLP analize na gelu je težave povzročala predvsem optimizacija pogojev za 
pridobitev jasnih rezultatov – koncentracija gela, izbira barvila, obenem pa je dolgotrajnost 
analize, poleg inkubacije čez noč, povzročilo tudi število vzorcev, ki smo jih lahko analizirali 
naenkrat, saj na gel s 15 luknjicami lahko poleg označevalca velikosti in kontrolnega vzorca 
nanesemo le še 13 vzorcev, medtem ko pri PCR v realnem času take omejitve praktično ni, na 
ploščici s 384 vdolbinicami, bi namreč lahko izvedli vse analize naenkrat. Poleg hitrosti 
analize, je dodatna prednost metode PCR v realnem času tudi cena, saj je le-ta nižja na 
analizirani vzorec, kot pri klasičnem RFLP, torej je metoda PCR v realnem času bolj 
zanesljiva zaradi manj možnosti za napake, hitrejša in cenejša. Dodatno oviro je predstavljalo 
tudi izvajanje analize RFLP s starejšimi reagenti oziroma encimi, katerih aktivnost je bila nižja 
in je zahtevala dodatno optimizacijo pogojev ter ponavljanje analiz, kar je pomenilo večjo 
porabo vzorcev. 
S tem smo potrdili našo prvo hipotezo, ki pravi, da sta si metodi RFLP in PCR v realnem času 
po rezultatih enakovredni pri genotipizaciji polimorfizma rs2978663 A<G, vendar zelo 
različni, če pogledamo postopek obeh metod. 
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4.2. Genotipizacija in ocena genotipskih frekvenc za polimorfizem 
rs1050450 G<A v genu za GPx 
 
Polimorfizem rs1050450 G<A smo določali z namenom odkrivanja povezave med prisotnostjo 
polimorfizma in povišanjem koncentracije 8-OHdG v urinu, saj prisotnost polimorfizma 
dokazano zmanjša delovanje glutation-peroksidaze v eritrocitih in povzroči povečan vpliv 
prostih radikalov oziroma oksidativnega stresa. Zanimalo nas je, če 8-OHdG odraža 
spremembe, ki so posledica mutacije oziroma, če kot biološkemu označevalcu oksidativnega 
stresa, poraste koncentracija tudi 8-OHdG. 
Polimorfizem rs1050450 G<A smo določali z metodo PCR v realnem času z uporabo TaqMan 
sond. Rezultati so podani v obliki številčnih vrednosti (Priloga 2), katere odražajo jakost 
signalov za posamezna barvila. Vezava sonde z barvilom VIC, ki se veže na zaporedje, ki 
vsebuje gvanin in oddaja signal valovnih dolžin 533-580 nm nam pove, da polimorfizem ni 
prisoten in gre za divji tip, vezava sonde z barvilom FAM – 465-510 nm, ki se veže na adenin, 
pa kaže na prisotnost polimorfizma. Prisotnost obeh signalov v enem vzorcu, je znak 
heterozigotnega genotipa. 
Testirali smo 178 vzorcev, rezultati pa so bili sledeči. 
 
Preglednica XIII: Genotipske frekvence  za polimorfizem rs1050450 G<A v genu za GPx in ocena ujemanja s 
Hardy-Weinbergovim ravnotežjem 
rs1050450 G<A  Število Genotipska 









13 7,3 14,6  
Heterozigot 
rs1050450 GA 
76 42,7 72,8  
Divji tip 
rs1050450 GG 
89 50,0 90,6  
Skupaj 178 100 178 p = 0,344 (NS) 
41 
 
Delež prisotnih polimorfizmov je nekoliko nižji od pričakovane vrednosti 35,9% za evropsko 
populacijo. (12) 
Za pridobljene rezultate je bilo potrebno ugotoviti, če se frekvence genotipov ujemajo s 
Hardy-Weinbergovim načelom, ki pravi, da so razmerja v alelov v populaciji konstantna, če 
nanje vpliva samo naključno razporejanje alelov pri nastanku spolnih celic in naključno 
kombiniranje alelov ob oploditvi. Če se rezultati porazdeljujejo po Hardy-Weinbergovem 
ravnotežju, je izračunana p-vrednost >0,05. Izračunana vrednost 0,55 nam pove, da 
porazdelitev genotipov v testirani populaciji odraža porazdelitev v širši, evropski populaciji in 
da rezultate lahko uporabimo za nadaljnjo analizo, saj genotipi v populaciji niso bili podvrženi 
umetni selekciji. Z metodo Chi-kvadrat smo primerjali dobljene in teoretične vrednosti Hardy-
Weinberg ravnotežja, da smo ugotovili ali obstaja značilna razlika med vrednostmi. Ničelna 
hipoteza je bila, da med dobljenimi in pričakovanimi vrednostmi ni značilnih razlik. Ker smo 
imeli 3 kategorije (osnovane na genotipih), smo imeli 2 stopnji prostosti, za kateri pri 95% 
intervalu zaupanja velja kritična vrednost 5,99. Izračunana vrednost Chi-kvadrat je 0,344; kar 
pomeni, da sprejmemo ničelno hipotezo, ki pravi, da med pričakovanimi in dobljenimi 
vrednostmi ni značilnih razlik. Na osnovi tega lahko zaključimo, da so pridobljene genotipske 
frekvence polimorfizma rs1050450 v H-W ravnotežju. 
 
 
4.3. Genotipizacija in ocena genotipskih frekvenc za polimorfizem 
rs2978663 A<G v genu za GSR 
Polimorfizem rs2978663 A<G smo določali zaradi njegovega potencialnega vpliva na 
oksidativni stres. (20) Genotipizacijo smo izvedli z uporabo PCR v realnem času s TaqMan 
sondami, kjer smo pridobili podatke v obliki jakosti signala fluorescence barvila VIC (v 
primeru prisototnosti gvanina), ki oddaja signal valovnih dolžin 533-580 nm in barvila FAM 
(v primeru prisotnosti adenina), ki fluorescira pri 465-510 nm. Podatke o signalu smo nato 
pretvorili v genotipe, kjer signal barvila VIC pomeni polimorfizem, signal barvila FAM 
predstavlja divji genotip, oba signala prisotna pri istem vzorcu pa kažeta na heterozigotni 
genotip. 
Rezultati genotipizacije so prikazani v tabeli XIV. 
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Preglednica XIV Prikaz rezultatov genotipizacije polimorfizma rs2978663 
rs2978663 Število Genotipska frekvenca 
[%] 
Genotipska frekvenca po 






68 38,2 65,5  
Heterozigot 
rs2978663 AG 
80 44,9 84,9  
Divji tip 
rs2978663 AA 
30 16,9 27,5  
Skupaj 178 100 178 p = 0,59 
 
Rezultati, ki smo jih pridobili s PCR v realnem času so bili pričakovanih vrednosti, saj se 
alelne frekvence zelo dobro ujemajo z alelno frekvenco evropske populacije (23). 
Tudi za ta polimorfizem smo preverili, ali se aleli porazdeljujejo po Hardy-Weinbergovem 
načelu in prišli do rezultata p = 0,44, ki kaže, da porazdelitev ustreza HW načelu, za kar mora 
biti vrednost p > 0,05. Porazdelitev genotipov v testirani populaciji torej odraža porazdelitev v 
evropski populaciji, tako da so rezultati prenosljivi na širšo populacijo. Ker smo imeli 3 
kategorije (osnovane na genotipih) smo imeli 2 stopnji prostosti, za kateri pri 95% intervalu 
zaupanja velja kritična vrednost 5,99. Izračunana vrednost Chi-kvadrat je 0,59; kar pomeni, da 






4.4. Ocena povezanosti polimorfizma rs1050450 G<A v genu za 
GPx s koncentracijami 8-OHdG 
 
Ker nas je zanimalo, če se prisotnost polimorfizma rs1050450 G<A v genu za GPx odraža kot 
sprememba v koncentraciji 8-OHdG, smo primerjali koncentracije v urinu izmerjenega 8-
OHdG v treh različnih genotipskih podskupinah (GG : AG : AA). Glede na to, da prisotnost 
mutacije povzroča oksidativni stres, je bilo pričakovano povišanje koncentracije pri 
homozigotih s polimorfizmom (rs1050450 AA) in vsaj delno povišanje pri heterozigotih 
napram homozigotom z divjim genotipom (rs1050450 GG). 
Ker se koncentracije 8-OHdG, izmerjene v 175 vzorcih, predstavljene v prilogi 4, ne 
porazdeljujejo normalno, kar smo preverili s Kolmogorov-Smirnov testom v programu SPSS 
in je prikazano na sliki 16, kjer je p-vrednost manjša od mejne 0,05, zato smo zavrgli ničelno 
hipotezo, ki pravi, da se podatki porazdeljujejo normalno in sprejeli alternativno, ki pravi, da 
se podatki ne porazdeljujejo normalno, smo oceno razlik v koncentracijah med genotipskimi 
podskupinami uporabili metodo Kruskal-Wallis, ki omogoča primerjavo neparametrično 
porazdeljenih spremenljivk med razredi.  
 
Slika 15 Rezultati testa normalnosti v SPSS 
 
V našem primeru so bili posamezni razredi trije različni genotipi, znotraj njih pa so bile 
izmerjene koncentracije 8-OHdG. Zanimalo nas je, če med posameznimi genotipskimi 
podskupinami obstajajo značilne razlike v koncentraciji 8-OHdG. S tem bi namreč potrdili 
vpliv polimorfizma na oksidativni stres. Povprečne vrednosti izmerjenih koncentracij 8-OHdG 




Slika 16 Povprečne koncentracije 8-OHdG v urinu v genotipskih skupinah  
polimorfizma rs1050450 G<A v genu za GPx 
Ničelna hipoteza pri testiranju varianc s Kruskal-Wallis testom pravi, da med genotipi ni 
značilnih razlik, alternativna hipoteza pa, da med razredi obstajajo značilno velike razlike. 
Testiranje smo izvedli v programu SPSS, kjer smo prišli do rezultata prikazanega na sliki 17. 
 
 
Slika 17 Rezultat Kruskal-Wallis analize vzorcev testiranih za GPX 
 
Rezultat s p-vrednostjo 0,291 pravi, da ohranimo ničelno hipotezo, saj je p-vrednost > 0,05. 
Med razredi oziroma genotipi torej ni značilnih razlik, kar pomeni, da prisotnost polimorfizma 
ne pomeni značilnega povišanja koncentracije 8-OHdG v urinu (slika 17). Podoben rezultat 
dobimo tudi, če rezultate razdelimo na dve skupini in primerjamo genotip GG z genotipoma, 
ki vsebujeta rizičen alel, torej GA in AA z Mann-Whitney testom, saj dobimo p-vrednost 
0,319, ki je prav tako večja od 0,05 in pomeni, da zavrnemo ničelno hipotezo, ki pravi, da ni 
razlike med skupinama. 
Tak rezultat ni bil pričakovan, saj smo glede na literaturo, ki omenja povezavo med 
oksidativnim stresom in 8-OHdG (29) ter povišanim oksidativnim stresom, kot posledico 
























stresa, ki je posledica polimorfizma, torej da bo v vzorcih, kjer smo določili prisotnost 
polimorfizma, koncentracija značilno višja, kot v vzorcih, kjer je prisoten divji genotip. 
Vzroki za to so lahko številni, predvsem iz vidika, da pojav 8-OHdG ni odvisen izključno 
vezan na polimorfizem rs1050450 G<A, temveč je lahko posledica drugih polimorfizmov ali 
nasploh drugih dejavnikov, ki povzročajo oksidativni stres v telesu. Tako je lahko 
koncentracija višja pri osebi brez polimorfizma, ki je izpostavljena drugim škodljivim 
dejavnikom, kot pri osebi, ki ima polimorfizem, vendar sicer ni podvržena oksidativnemu 
stresu v tolikšni meri. 
Tako torej zaključimo, da koncentracija 8-OHdG v urinu ni direkten odraz (posledica) 
prisotnosti polimorfizma rs1050450 G<A, kljub temu, da je polimorfizem vzrok povečanega 
oksidativnega stresa, zaradi nižje aktivnosti encima GPx, ki deluje antioksidantno. 
S tem zavračamo našo drugo hipotezo, ki pravi, da koncentracija 8-OHdG v urinu odraža 
prisotnost polimorfizma rs1050450 G<A. 
 
4.5. Ocena povezanosti polimorfizma rs2978663 A<G v GSR s 
koncentracijami 8-OHdG 
 
Ocene smo se lotili na enak način, kot za polimorfizem rs1050450 G<A, saj smo izhajali iz 
istih meritev koncentracije 8-OHdG v urinu, vendar so bili rezultati genotipizacije drugačni. 
Ocena povezanosti je bila prav tako osnovana na podlagi vpliva polimorfizma na delovanje 
encima in posledično povečan oksidativni stres. Pričakovali smo povišane vrednosti 8-OHdG 
v primerih polimorfizma napram divjemu genotipu. Povprečne vrednosti koncentracij 8-
OHdG po genotipih so prikazane na sliki 18. 
 
Slika 18 Povprečne koncentracije 8-OHdG v urinu v genotipskih skupinah polimorfizma  
























Ker gre za iste rezultate koncentracij 8-OHdG, kot pri polimorfizmu rs1050450 G<A, vemo, 
da se ne porazdeljujejo normalno, torej ponovno izvedemo neparametrično analizo s Kruskal-
Wallis metodo. Ničelna hipoteza je, da med genotipi ni značilnih razlik, alternativna hipoteza 
pa, da so med razredi značilne razlike. Analizo smo izvedli v programu SPSS in pridobili 
sledeče rezultate, prikazane na sliki 19. 
 
Slika 19 Rezultat Kruskal-Wallis analize vzorcev testiranih za GSR 
Kot pri polimorfizmu rs1050450 A<G, smo poleg analize Kruskal-Wallis izvedli še Mann-
Whitney primerjavo divjega genotipa AA z genotipoma, ki vsebujeta alel G in tudi tu prišli do 
rezultata večjega od 0,05 (p=0,739), kar pomeni, da tudi s tem testom ne dokazujemo razlike 
med genotipi. 
Tudi v tem primeru, smo pričakovali drugačen rezultat, saj je povezava med polimorfizmom 
in povečanim oksidativnim stresom zaradi nižje aktivnosti encima GSR potrjena v literaturi, 
znižana aktivnost encima pa povzroči povišano koncentracijo GSSG v telesu in večji vpliv 
oksidativnega stresa, zaradi manjše zmožnosti antioksidantnega odziva, saj je znižan nivo 
GSH (20). Ponovno pa lahko vzroke za nepričakovan rezultat iščemo v drugih dejavnikih, ki 
povzročajo oksidativni stres, na primer izpostavljenost kemikalijam, sevanju, itd. 
Če povzamemo analizo, lahko zaključimo, da koncentracija 8-OHdG v urinu ne odraža 
genotipa, oziroma prisotnosti polimorfizma rs2978663 A<G, saj med genotipi ni značilnih 
razlik v koncentraciji. 
S tem zavračamo našo tretjo hipotezo, ki pravi, da vrednost koncentracije 8-OHdG v urinu 






V magistrskem delu smo: 
 v 178 testiranih vzorcih za polimorfizem rs1050450 G<A v genu za GPx ugotovili 
sledečo pogostost genotipov: GG : GA : AA = 50 : 42,7 : 7,3 z alelno frekvenco 71,3% 
za divji tip in 28,7% za alternativni alel. 
 ugotovili, da se genotipi rs1050450 porazdeljujejo po Hardy-Weinbergovem načelu s 
P-vrednostjo 0,55 (mejna vrednost >0,05). 
 Za polimorfizem rs1050450 v genu za GPx nismo dokazali razlik v koncentracijah 8-
OHdG med genotipskimi podskupinami GG, GA in AA. 
 v 178 testiranih vzorcih za polimorfizem rs2978663 A<G v genu za GSR ugotovili 
pogostost genotipov: AA : AG : GG = 16,9 : 44,9 : 38, z alelno frekvenco 41,2% za 
divji tip in 58,8% za alternativni alel. 
 ugotovili porazdelitev genotipov rs2978663 v genu za GSR po Hardy-Weinbergovem 
principu s P-vrednostjo 0,44 (mejna vrednost >0,05) 
 Nismo dokazali povezave med prisotnostjo polimorfizma rs2978663 A<G in značilnim 
povišanjem koncentracije 8-OHdG v urinu 
 dokazali enakovrednost metod PCR v realnem času s TaqMan sondami in klasičnega 
PCR v kombinaciji z analizo RFLP, za polimorfizem rs2978663 GSRint3 (A>G) 
Opravljeno delo, kljub rezultatom, ki ne dokazujejo povezave med polimorfizmoma in 
koncentracijo 8-OHdG v urinu, ocenjujemo kot uspešno. Uspešno smo testirali 178 vzorcev za 
polimorfizma rs1050450 G<A in rs2978663 A<G, ter dobljene rezultate primerjali z 
izmerjenimi koncentracijami 8-OHdG. Prav tako smo uspešno primerjali metodi PCR v 
realnem času, s klasičnim PCR v kombinaciji z analizo RFLP. Povezanosti med 
koncentracijami 8-OHdG, ki smo ga izbrali kot kazalca oksidativnega stresa in proučevanih 
polimorfizmov nismo dokazali, vendar bi pred končnim zaključkom bilo potrebno proučiti 
vpliv drugih polimorfozmov v genih - GPx in GSR, ali vključiti v raziskave polimorfizme v 
drugih genih za antiokidativne encime, kot npr. glutation S-transferaze, superoksid-dismutazi 
1 in 2, katalaza, peroksiredoksini in glutation dehidrogenaza ter vpliv ostalih zaščitnih 
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7.1. Priloga 1: rezultati gelske elektroforeze po restrikciji z 
encimom ApaLI 
Vzorec Rezultat Vzorec Rezultat Vzorec Rezultat 
 72 0 172 0 272 1 
 78 1 177 2 273 1 
 
ApaLI legenda: 
79 2 178 0 274 2 
 
0=Ni restrikcije - lisa pri 569bp 
(polimorfizem prisoten) 
97 1 179 0 283 0 
 
1=Heterozigot - lise pri 569, 460+109 
100 2 180 1 285 1 
 
2=Homozigot - lisi pri 460+109 
(polimorfizem odsoten) 
101 0 181 1 288 0 
 106 2 189 0 293 1 
 107 1 191 1 294 2 
 110 0 193 1 295 1 
 113 1 194 0 296 1 
 121 1 199 0 300 1 
 123 2 206 1 301 0 
 124 0 210 0 310 0 
 129 1 211 2 316 1 
 130 1 221 2 319 0 
 131 0 222 0 321 0 
 132 0 226 1 323 0 
 134 1 229 1 324 0 
 135 2 235 0 326 1 
 141 2 236 1 328 2 
 142 0 237 0 330 1 
 144 0 238 0 333 1 
 145 0 241 0 338 0 
 149 1 242 2 339 0 
 157 2 246 0 343 1 
 161 1 250 2 344 0 
 163 2 252 1 345 1 
 166 1 253 1 351 2 
 167 0 267 2 395 1 
 168 2 268 2 396 0 





7.2. Priloga 2: Preglednica rezultatov PCR v realnem času za 
polimorfizem Pro198Leu 
Vzorec 
Signal pri valovnih 
dolžinah 465-510 
nm 
Signal pri valovnih 
dolžinah 533-580 
nm Rezultat Interpretacija 
72 0.130 10.218 Allele Y Divji tip 
78 0.148 11.237 Allele Y Divji tip 
79 0.128 10.360 Allele Y Divji tip 
97 0.131 9.802 Allele Y Divji tip 
100 4.861 7.128 Both Alleles Heterozigot 
101 0.167 9.683 Allele Y Divji tip 
106 0.141 9.612 Allele Y Divji tip 
107 0.152 9.062 Allele Y Divji tip 
110 0.184 10.013 Allele Y Divji tip 
113 0.151 9.202 Allele Y Divji tip 
121 0.158 9.442 Allele Y Divji tip 
123 0.176 9.862 Allele Y Divji tip 
124 4.267 6.408 Both Alleles Heterozigot 
129 0.142 8.352 Allele Y Divji tip 
130 0.188 10.463 Allele Y Divji tip 
131 4.473 5.920 Both Alleles Heterozigot 
132 4.991 7.062 Both Alleles Heterozigot 
134 0.182 11.115 Allele Y Divji tip 
135 4.861 6.889 Both Alleles Heterozigot 
141 7.887 1.249 Allele X Prisoten polimorfizem 
142 4.912 7.036 Both Alleles Heterozigot 
144 0.150 9.866 Allele Y Divji tip 
145 5.877 8.860 Both Alleles Heterozigot 
149 0.179 11.959 Allele Y Divji tip 
157 4.855 7.342 Both Alleles Heterozigot 
161 7.826 1.169 Allele X Prisoten polimorfizem 
163 5.464 8.019 Both Alleles Heterozigot 
166 0.164 12.332 Allele Y Divji tip 
167 0.182 11.030 Allele Y Divji tip 
168 5.042 6.657 Both Alleles Heterozigot 
172 5.575 7.012 Both Alleles Heterozigot 
177 0.265 11.624 Allele Y Divji tip 
178 5.885 7.698 Both Alleles Heterozigot 
179 0.221 12.068 Allele Y Divji tip 
180 0.204 11.798 Allele Y Divji tip 
181 5.499 7.750 Both Alleles Heterozigot 
189 0.224 11.587 Allele Y Divji tip 
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191 0.168 11.138 Allele Y Divji tip 
193 4.582 5.668 Both Alleles Heterozigot 
194 5.560 7.839 Both Alleles Heterozigot 
199 4.442 6.097 Both Alleles Heterozigot 
206 0.164 8.100 Allele Y Divji tip 
210 5.950 0.949 Allele X Prisoten polimorfizem 
211 0.127 8.315 Allele Y Divji tip 
221 6.609 1.073 Allele X Prisoten polimorfizem 
222 3.908 5.336 Both Alleles Heterozigot 
226 0.172 9.087 Allele Y Divji tip 
229 3.724 5.112 Both Alleles Heterozigot 
235 5.277 7.394 Both Alleles Heterozigot 
236 0.164 8.465 Allele Y Divji tip 
237 4.729 6.068 Both Alleles Heterozigot 
238 4.659 6.559 Both Alleles Heterozigot 
241 0.182 9.823 Allele Y Divji tip 
242 4.904 6.563 Both Alleles Heterozigot 
246 3.329 4.750 Both Alleles Heterozigot 
250 0.133 8.625 Allele Y Divji tip 
252 0.156 10.264 Allele Y Divji tip 
253 5.137 7.469 Both Alleles Heterozigot 
267 0.170 11.600 Allele Y Divji tip 
272 0.136 7.328 Allele Y Divji tip 
273 3.778 5.114 Both Alleles Heterozigot 
274 0.144 8.414 Allele Y Divji tip 
283 3.788 5.266 Both Alleles Heterozigot 
285 3.046 4.351 Both Alleles Heterozigot 
288 0.126 7.596 Allele Y Divji tip 
293 3.923 5.588 Both Alleles Heterozigot 
294 0.130 8.659 Allele Y Divji tip 
295 0.138 8.819 Allele Y Divji tip 
296 4.125 5.814 Both Alleles Heterozigot 
300 6.345 0.976 Allele X Prisoten polimorfizem 
301 4.196 6.044 Both Alleles Heterozigot 
310 4.406 6.062 Both Alleles Heterozigot 
316 3.866 6.005 Both Alleles Heterozigot 
319 4.289 5.788 Both Alleles Heterozigot 
321 0.133 7.877 Allele Y Divji tip 
323 3.218 5.140 Both Alleles Heterozigot 
324 0.152 8.904 Allele Y Divji tip 
326 4.057 5.287 Both Alleles Heterozigot 
328 3.440 4.678 Both Alleles Heterozigot 
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330 3.445 5.082 Both Alleles Heterozigot 
333 4.295 5.413 Both Alleles Heterozigot 
338 0.139 7.466 Allele Y Divji tip 
339 3.688 5.298 Both Alleles Heterozigot 
343 4.825 6.856 Both Alleles Heterozigot 
344 4.459 6.460 Both Alleles Heterozigot 
345 5.806 0.807 Allele X Prisoten polimorfizem 
351 0.143 8.765 Allele Y Divji tip 
395 0.134 8.902 Allele Y Divji tip 
396 0.130 8.218 Allele Y Divji tip 
397 3.967 5.576 Both Alleles Heterozigot 
399 0.154 8.927 Allele Y Divji tip 
400 0.122 7.039 Allele Y Divji tip 
402 0.136 8.543 Allele Y Divji tip 
404 0.135 8.922 Allele Y Divji tip 
411 4.548 6.116 Both Alleles Heterozigot 
414 0.131 9.517 Allele Y Divji tip 
415 0.169 9.397 Allele Y Divji tip 
419 0.171 9.453 Allele Y Divji tip 
421 4.102 5.791 Both Alleles Heterozigot 
431 0.282 10.489 Allele Y Divji tip 
432 0.207 10.394 Allele Y Divji tip 
434 4.105 5.876 Both Alleles Heterozigot 
437 4.331 5.646 Both Alleles Heterozigot 
440 0.194 10.108 Allele Y Divji tip 
443 4.285 6.030 Both Alleles Heterozigot 
450 7.749 1.175 Allele X Prisoten polimorfizem 
451 4.700 5.859 Both Alleles Heterozigot 
453 3.979 5.398 Both Alleles Heterozigot 
457 4.956 6.840 Both Alleles Heterozigot 
461 0.204 10.657 Allele Y Divji tip 
462 0.195 10.665 Allele Y Divji tip 
465 7.649 1.106 Allele X Prisoten polimorfizem 
467 0.233 11.307 Allele Y Divji tip 
468 7.802 1.133 Allele X Prisoten polimorfizem 
470 0.182 10.508 Allele Y Divji tip 
471 0.176 10.527 Allele Y Divji tip 
475 4.374 6.248 Both Alleles Heterozigot 
476 4.130 5.286 Both Alleles Heterozigot 
479 0.170 11.481 Allele Y Divji tip 
482 0.157 10.339 Allele Y Divji tip 
491 3.943 6.741 Both Alleles Heterozigot 
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492 5.606 6.269 Both Alleles Heterozigot 
497 0.182 11.626 Allele Y Divji tip 
498 8.625 1.189 Allele X Prisoten polimorfizem 
499 4.558 6.936 Both Alleles Heterozigot 
500 0.170 9.314 Allele Y Divji tip 
503 3.808 6.128 Both Alleles Heterozigot 
504 4.319 5.134 Both Alleles Heterozigot 
506 0.210 10.551 Allele Y Divji tip 
510 0.202 10.937 Allele Y Divji tip 
518 0.174 8.416 Allele Y Divji tip 
527 7.497 1.012 Allele X Prisoten polimorfizem 
528 0.193 8.979 Allele Y Divji tip 
531 4.196 6.110 Both Alleles Heterozigot 
532 0.169 10.295 Allele Y Divji tip 
533 0.185 11.202 Allele Y Divji tip 
553 4.620 6.509 Both Alleles Heterozigot 
555 5.431 7.492 Both Alleles Heterozigot 
561 0.134 6.280 Allele Y Divji tip 
565 0.114 6.743 Allele Y Divji tip 
567 2.649 3.986 Both Alleles Heterozigot 
573 0.130 6.708 Allele Y Divji tip 
575 0.096 7.064 Allele Y Divji tip 
577 2.905 4.362 Both Alleles Heterozigot 
578 0.131 6.515 Allele Y Divji tip 
586 0.103 6.721 Allele Y Divji tip 
587 3.007 4.427 Both Alleles Heterozigot 
588 5.170 0.758 Allele X Prisoten polimorfizem 
596 3.186 4.272 Both Alleles Heterozigot 
597 0.131 7.361 Allele Y Divji tip 
601 0.123 7.077 Allele Y Divji tip 
602 0.125 6.484 Allele Y Divji tip 
603 2.403 3.760 Both Alleles Heterozigot 
607 3.094 4.361 Both Alleles Heterozigot 
609 3.284 4.743 Both Alleles Heterozigot 
612 0.121 7.194 Allele Y Divji tip 
613 0.100 7.428 Allele Y Divji tip 
620 2.747 4.220 Both Alleles Heterozigot 
621 2.837 3.674 Both Alleles Heterozigot 
622 0.090 6.884 Allele Y Divji tip 
627 0.083 7.163 Allele Y Divji tip 
628 3.541 4.305 Both Alleles Heterozigot 
630 0.099 7.356 Allele Y Divji tip 
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632 3.229 4.023 Both Alleles Heterozigot 
633 4.850 0.689 Allele X Prisoten polimorfizem 
635 0.123 6.233 Allele Y Divji tip 
636 2.848 4.145 Both Alleles Heterozigot 
638 3.013 3.876 Both Alleles Heterozigot 
640 0.120 7.309 Allele Y Divji tip 
643 3.176 4.630 Both Alleles Heterozigot 
644 0.115 6.248 Allele Y Divji tip 
646 2.428 3.203 Both Alleles Heterozigot 
647 3.272 4.991 Both Alleles Heterozigot 
648 0.119 7.946 Allele Y Divji tip 
650 0.098 8.223 Allele Y Divji tip 
 
 
7.3. Priloga 3: Preglednica rezultatov PCR v realnem času za 
polimorfizem GSRint3 (A>G) 
Vzorec 
Signal pri valovnih 
dolžinah 465-510 nm 
Signal pri valovnih 
dolžinah 533-580 nm Rezultat Interpretacija rezultata 
72 10.182 1.575 Allele X Prisoten polimorfizem 
78 6.550 6.825 Both Alleles Heterozigot 
79 1.163 11.060 Allele Y Divji tip 
97 5.867 6.549 Both Alleles Heterozigot 
100 1.133 11.318 Allele Y Divji tip 
101 9.818 1.600 Allele X Prisoten polimorfizem 
106 0.865 9.756 Allele Y Divji tip 
107 5.965 6.580 Both Alleles Heterozigot 
110 8.901 1.421 Allele X Prisoten polimorfizem 
113 6.303 6.569 Both Alleles Heterozigot 
121 6.504 6.813 Both Alleles Heterozigot 
123 1.122 11.118 Allele Y Divji tip 
124 10.317 1.625 Allele X Prisoten polimorfizem 
129 6.889 7.014 Both Alleles Heterozigot 
130 7.061 7.159 Both Alleles Heterozigot 
131 9.574 1.500 Allele X Prisoten polimorfizem 
132 9.138 1.450 Allele X Prisoten polimorfizem 
134 6.425 6.807 Both Alleles Heterozigot 
135 0.994 10.878 Allele Y Divji tip 
141 1.028 11.150 Allele Y Divji tip 
142 9.708 1.661 Allele X Prisoten polimorfizem 
144 9.313 1.538 Allele X Prisoten polimorfizem 
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145 11.125 1.899 Allele X Prisoten polimorfizem 
149 7.058 7.471 Both Alleles Heterozigot 
157 1.147 11.783 Allele Y Divji tip 
161 6.460 6.930 Both Alleles Heterozigot 
163 1.148 11.740 Allele Y Divji tip 
166 7.502 8.348 Both Alleles Heterozigot 
167 10.017 1.615 Allele X Prisoten polimorfizem 
168 1.022 10.763 Allele Y Divji tip 
172 10.788 1.811 Allele X Prisoten polimorfizem 
177 1.158 11.762 Allele Y Divji tip 
178 10.679 1.705 Allele X Prisoten polimorfizem 
179 10.021 1.667 Allele X Prisoten polimorfizem 
180 7.278 7.772 Both Alleles Heterozigot 
181 7.320 7.818 Both Alleles Heterozigot 
189 11.217 1.860 Allele X Prisoten polimorfizem 
191 8.749 9.284 Both Alleles Heterozigot 
193 7.027 7.228 Both Alleles Heterozigot 
194 10.872 1.820 Allele X Prisoten polimorfizem 
199 9.560 1.614 Allele X Prisoten polimorfizem 
206 5.305 5.640 Both Alleles Heterozigot 
210 7.403 1.261 Allele X Prisoten polimorfizem 
211 0.918 9.142 Allele Y Divji tip 
221 0.918 9.270 Allele Y Divji tip 
222 7.214 1.238 Allele X Prisoten polimorfizem 
226 5.185 5.692 Both Alleles Heterozigot 
229 4.868 5.256 Both Alleles Heterozigot 
235 11.671 4.267 Allele X Prisoten polimorfizem 
236 4.648 4.978 Both Alleles Heterozigot 
237 9.597 1.433 Allele X Prisoten polimorfizem 
238 9.050 1.420 Allele X Prisoten polimorfizem 
241 8.952 1.433 Allele X Prisoten polimorfizem 
242 0.940 9.979 Allele Y Divji tip 
246 8.059 1.295 Allele X Prisoten polimorfizem 
250 0.817 9.052 Allele Y Divji tip 
252 6.420 6.969 Both Alleles Heterozigot 
253 6.875 7.647 Both Alleles Heterozigot 
267 0.992 11.255 Allele Y Divji tip 
272 4.850 5.014 Both Alleles Heterozigot 
273 5.479 6.053 Both Alleles Heterozigot 
274 0.913 8.761 Allele Y Divji tip 
283 7.172 1.222 Allele X Prisoten polimorfizem 
285 5.082 5.396 Both Alleles Heterozigot 
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288 7.589 1.267 Allele X Prisoten polimorfizem 
293 4.692 5.021 Both Alleles Heterozigot 
294 0.786 8.094 Allele Y Divji tip 
295 4.949 5.627 Both Alleles Heterozigot 
296 5.766 6.392 Both Alleles Heterozigot 
300 5.205 5.894 Both Alleles Heterozigot 
301 7.831 1.429 Allele X Prisoten polimorfizem 
310 8.314 1.456 Allele X Prisoten polimorfizem 
316 5.270 6.172 Both Alleles Heterozigot 
319 7.684 1.339 Allele X Prisoten polimorfizem 
321 7.286 1.199 Allele X Prisoten polimorfizem 
323 7.225 1.188 Allele X Prisoten polimorfizem 
324 8.239 1.391 Allele X Prisoten polimorfizem 
326 5.587 6.271 Both Alleles Heterozigot 
328 0.773 7.960 Allele Y Divji tip 
330 4.876 5.517 Both Alleles Heterozigot 
333 5.487 6.138 Both Alleles Heterozigot 
338 7.773 1.264 Allele X Prisoten polimorfizem 
339 7.169 1.243 Allele X Prisoten polimorfizem 
343 6.658 7.280 Both Alleles Heterozigot 
344 8.889 1.356 Allele X Prisoten polimorfizem 
345 5.520 6.284 Both Alleles Heterozigot 
351 0.852 8.626 Allele Y Divji tip 
395 5.802 6.520 Both Alleles Heterozigot 
396 7.789 1.310 Allele X Prisoten polimorfizem 
397 8.814 1.423 Allele X Prisoten polimorfizem 
399 5.867 6.650 Both Alleles Heterozigot 
400 5.188 5.782 Both Alleles Heterozigot 
402 5.791 6.404 Both Alleles Heterozigot 
404 5.891 6.530 Both Alleles Heterozigot 
411 5.706 6.243 Both Alleles Heterozigot 
414 5.645 6.316 Both Alleles Heterozigot 
415 5.633 6.299 Both Alleles Heterozigot 
419 8.112 1.295 Allele X Prisoten polimorfizem 
421 7.739 1.204 Allele X Prisoten polimorfizem 
431 10.353 1.638 Allele X Prisoten polimorfizem 
432 10.092 1.520 Allele X Prisoten polimorfizem 
434 10.077 1.560 Allele X Prisoten polimorfizem 
437 6.651 7.111 Both Alleles Heterozigot 
440 6.824 7.202 Both Alleles Heterozigot 
443 9.707 1.519 Allele X Prisoten polimorfizem 
450 6.945 7.181 Both Alleles Heterozigot 
61 
 
451 6.739 7.137 Both Alleles Heterozigot 
453 6.245 6.502 Both Alleles Heterozigot 
457 9.791 1.540 Allele X Prisoten polimorfizem 
461 9.932 1.554 Allele X Prisoten polimorfizem 
462 7.093 7.361 Both Alleles Heterozigot 
465 9.588 1.494 Allele X Prisoten polimorfizem 
467 9.600 1.542 Allele X Prisoten polimorfizem 
468 1.058 10.153 Allele Y Divji tip 
470 1.206 11.625 Allele Y Divji tip 
471 10.252 1.683 Allele X Prisoten polimorfizem 
475 7.605 8.025 Both Alleles Heterozigot 
476 6.681 7.477 Both Alleles Heterozigot 
479 7.775 8.435 Both Alleles Heterozigot 
482 10.088 1.684 Allele X Prisoten polimorfizem 
491 10.313 1.617 Allele X Prisoten polimorfizem 
492 11.079 1.822 Allele X Prisoten polimorfizem 
497 1.360 13.238 Allele Y Divji tip 
498 7.323 7.802 Both Alleles Heterozigot 
499 6.917 7.376 Both Alleles Heterozigot 
500 9.614 1.470 Allele X Prisoten polimorfizem 
503 9.169 1.462 Allele X Prisoten polimorfizem 
504 5.764 6.337 Both Alleles Heterozigot 
506 9.197 1.513 Allele X Prisoten polimorfizem 
510 7.579 7.991 Both Alleles Heterozigot 
518 6.004 6.406 Both Alleles Heterozigot 
527 6.677 7.038 Both Alleles Heterozigot 
528 10.395 1.629 Allele X Prisoten polimorfizem 
531 7.108 7.616 Both Alleles Heterozigot 
532 7.747 8.132 Both Alleles Heterozigot 
533 10.531 1.631 Allele X Prisoten polimorfizem 
553 11.208 1.729 Allele X Prisoten polimorfizem 
555 8.566 8.671 Both Alleles Heterozigot 
561 0.699 6.641 Allele Y Divji tip 
565 3.325 3.605 Both Alleles Heterozigot 
567 3.714 3.913 Both Alleles Heterozigot 
573 4.000 4.333 Both Alleles Heterozigot 
575 3.935 4.307 Both Alleles Heterozigot 
577 4.184 4.615 Both Alleles Heterozigot 
578 3.848 4.265 Both Alleles Heterozigot 
586 4.178 4.386 Both Alleles Heterozigot 
587 5.740 0.932 Allele X Prisoten polimorfizem 
588 4.133 4.367 Both Alleles Heterozigot 
62 
 
596 4.303 4.560 Both Alleles Heterozigot 
597 0.706 7.073 Allele Y Divji tip 
601 4.070 4.282 Both Alleles Heterozigot 
602 6.099 1.016 Allele X Prisoten polimorfizem 
603 4.181 4.444 Both Alleles Heterozigot 
607 4.168 4.606 Both Alleles Heterozigot 
609 0.707 6.917 Allele Y Divji tip 
612 4.481 4.758 Both Alleles Heterozigot 
613 5.930 0.879 Allele X Prisoten polimorfizem 
620 3.560 3.954 Both Alleles Heterozigot 
621 0.590 6.168 Allele Y Divji tip 
622 3.949 4.546 Both Alleles Heterozigot 
627 5.823 0.986 Allele X Prisoten polimorfizem 
628 6.215 1.001 Allele X Prisoten polimorfizem 
630 6.342 1.029 Allele X Prisoten polimorfizem 
632 4.215 4.632 Both Alleles Heterozigot 
633 0.567 6.160 Allele Y Divji tip 
635 5.213 0.842 Allele X Prisoten polimorfizem 
636 0.602 6.099 Allele Y Divji tip 
638 3.926 4.285 Both Alleles Heterozigot 
640 6.716 1.041 Allele X Prisoten polimorfizem 
643 0.673 7.239 Allele Y Divji tip 
644 6.071 0.991 Allele X Prisoten polimorfizem 
646 5.226 0.785 Allele X Prisoten polimorfizem 
647 4.817 5.244 Both Alleles Heterozigot 
648 6.907 1.099 Allele X Prisoten polimorfizem 
650 5.374 5.695 Both Alleles Heterozigot 
 
 
7.4. Priloga 4: Preglednica izmerjenih koncentracij U-8-OHdG  
Vzorec U-8-OHdG [µg/] Vzorec U-8-OHdG [µg/] Vzorec U-8-OHdG [µg/] Vzorec U-8-OHdG [µg/] 
72 2,1 222 3 399 <0,2 533 <0,2 
78 <0,2 226 0,4 400 <0,2 553 <0,2 
79 <0,2 229 1,3 402 0,4 555 2,3 
97 3,8 235 0,2 404 <0,2 561 <0,2 
100 9,5 236 4,8 411 3,5 565 0,3 
101 0,3 237 10,6 414 3,3 567 19 
106 1,8 238 1 415 2,4 573 0,6 
107 0,3 241 14,9 419 4,4 575 <0,2 
110 6,5 242 1,5 421 <0,2 577 <0,2 
113 0,4 246 1,2 431 0,4 578 1,6 
121 1,3 250 1,6 432 3,9 586 <0,2 
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123 2 252 1,2 434 <0,2 587 <0,2 
124 6,7 253 <0,2 437 6 588 1,4 
129 <0,2 267 4,8 440 9,1 596 1,2 
130 0,6 272 0,3 443 2,4 597 6 
131 <0,2 273 <0,2 450 1,2 601 0,7 
132 4,3 274 0,2 451 2,5 602 0,7 
134 3,3 283 0,2 453 0,3 603 4,6 
135 17,4 285 <0,2 457 <0,2 607 0,9 
141 2 288 1,3 461 1,6 609 1,7 
142 1,6 293 0,7 462 1,5 612 1,1 
144 4 294 2 465 2,6 613 3,9 
145 <0,2 295 3,9 467 5,5 620 1,2 
149 <0,2 296 1 468 1,5 621 <0,2 
157 0,5 300 7,2 470 0,9 622 <0,2 
161 0,3 301 <0,2 471 <0,2 627 1,9 
163 1,8 310 6,6 475 0,7 628 2,5 
166 0,8 316 <0,2 476 0,9 630 0,3 
167 <0,2 319 2,3 479 6,132 632 3,9 
168 2 321 1,3 482 <0,2 633 0,9 
172 0,6 323 <0,2 491 1,6 635 0,3 
177 2,4 324 0,4 492 9,5 636 2,7 
178 2,3 326 0,9 497 <0,2 638 10,7 
179 0,4 328 0,4 498 2,6 640 0,7 
180 0,5 330 0,8 499 1,8 643 4 
181 <0,2 333 <0,2 500 1,6 644 <0,2 
189 <0,2 338 0,4 503 1,9 646 6,8 
191 0,8 339 7,8 504 <0,2 647 142 
193 <0,2 343 0,3 506 <0,2 648 0,3 
194 0,6 344 10,1 510 6,9 650 1,2 
199 1,3 345 0,6 518 0,7 
  206 <0,2 351 2,4 527 0,8 
  210 <0,2 395 4,2 528 0,7 
  211 1,2 396 <0,2 531 0,5 
  221 6,1 397 1 532 1,2 
   
